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RÔLE DE LA FAMILLE DES RÉCEPTEURS À L'ŒSTROGÈNE DANS L'ÉPITHÉLIUM 




Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en biologie cellulaire, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Canada, J1H 5N4
Plusieurs études animales et cellulaires suggèrent un rôle protecteur pour 
l ’œstrogène dans les maladies inflammatoires intestinales. L'œstrogène agit 
principalement via l’interaction avec ses récepteurs ERa et ERp. Puisqu'ERp est 
l’isoforme prédominant dans l'épithélium colique, celui-ci devrait y être le médiateur 
des effets de l'œstrogène. Dans cette étude, nous avons tout d'abord démontré que la 
perte d’ERP chez la souris augmente les signes d'inflammation dans un modèle murin 
de colite. Également, l’activation sélective d’ERP avec le diarylpropionitrile (DPN) 
réduit les signes de colite dans le même modèle. L'expression de la cytokine 
inflammatoire TNFa était réduite alors que celle des cytokines anti-inflammatoires 
TGFpi, TGFP2 et TGFP3 était augmentée dans le côlon des souris traitées au DPN. Des 
études réalisées dans les cellules cancéreuses du côlon LS1034 ont démontré que le 
DPN augmente la signalisation du TGFp et que cette régulation contribue en partie à 
l ’effet anti-inflammatoire du DPN dans ces mêmes cellules. Bref, ces résultats 
suggèrent que l'activation pharmacologique d’ERP réduit l’inflammation intestinale en 
partie via la régulation de la voie du TGFp dans les cellules épithéliales intestinales.
Le récepteur nucléaire ERRa, un régulateur clé du métabolisme énergétique, 
possède une forte homologie avec les ERs bien que celui-ci ne peut lier l’œstrogène. 
Son activité est plutôt régulée par la disponibilité des coactivateurs ainsi que par des 
modifications post-traductionnelles. La découverte d'un variant d'épissage pour ERRa 
(ERRa AS) a soulevé un nouveau mécanisme de régulation d'ERRa. En effet, 
puisqu'ERRa A5 ne pourrait interagir avec les coactivateurs, il pourrait donc agir 
comme dominant négatif sur l’activité d'ERRa. Dans cette étude, nous avons démontré 
qu'ERRa et ERRa A5 colocalisent au noyau en plus d’interagir physiquement De plus, 
ERRa A5 réduit l'activité transcriptionnelle d'ERRa ainsi que l'expression de ses gènes 
cibles. Tout comme ERRa, ERRa A5 est exprimé dans une multitude de lignées 
normales et cancéreuses du côlon ainsi que dans des cellules ou tissus provenant de 
d'autres organes et de d’autres espèces animales. Par contre, la protéine ERRa A5 est 
exprimée plus faiblement qu'ERRa puisqu’elle est instable et rapidement dégradée 
par le protéasome. Néanmoins, la surexpression d'ERRa A5 réduit la croissance 
cellulaire et possiblement l'adhésion cellulaire. Bref, nos résultats démontrent 
qu’ERRa A5 agit comme dominant négatif sur ERRa et que son expression transitoire 
pourrait donc affecter l’activité d'ERRa ainsi que ses fonctions biologiques.
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1.1.1 La structure et les fonctions du système digestif
Le système digestif est central à l ’homéostasie du corps humain en facilitant le 
transport des nutriments, de l’eau et des électrolytes de l'extérieur vers l'intérieur. Il 
est ainsi donc essentiel à la survie des cellules constituant l'être humain qui 
requièrent des nutriments digérés pour générer l'énergie nécessaire à leur 
métabolisme. Bien qu'il ne contrôle pas directement la quantité de nutriments qui 
sera digérée et absorbée, il assure le maintien des conditions optimales à une 
nutrition adéquate (Sherwood, 2006). Le système digestif est formé du tube digestif 
proprement dit ainsi que d'organes connexes tels que les glandes salivaires, le 
pancréas exocrine, le foie et la vésicule biliaire qui déverseront leur contenu dans la 
lumière du tube digestif. Le tube digestif quant à lui mesure 4.5m de longueur et 
s’étend de la bouche à l'anus en passant successivement par le pharynx, l'œsophage, 
l’estomac, l ’intestin grêle et le gros intestin. Il est donc un prolongement de 
l ’environnement extérieur ce qui rend possible des conditions extrêmes tels que le pH 
très acide de l'estomac et la colonisation du côlon par des milliers de bactéries 
(Sherwood, 2006).
Le système digestif assure quatre principales fonctions : la motilité, la 
sécrétion, la digestion et l ’absorption. Premièrement, la motilité du système digestif 
assure un morcellement du bol alimentaire par entre autres la mastication mais 
également par le déplacement du bol alimentaire tout le long du tube digestif grâce à 
la déglutition et au péristaltisme présent dans le tube intestinal. Deuxièmement, le 
système digestif sécrète des sucs digestifs dans la lumière digestive qui peuvent 
contenir des enzymes, des sels biliaires ainsi que du mucus qui veilleront aux 
fonctions digestives mais également à la protection du tube digestif. Troisièmement, le 
système digestif assure la digestion des aliments absorbés tels que les glucides, les 
protéines et les lipides. Ces grosses molécules seront coupées en plus petites
2molécules absorbables principalement par hydrolyse enzymatique. Finalement, la 
fonction absorbante du système digestif est assumée quasi totalement par l ’intestin 
grêle. Il assure le passage des nutriments digérés mais également de l ’eau, des 
électrolytes et de vitamines vers le sang et la lymphe (Sherwood, 2006).
1.1.2 Le tube intestinal
L’intestin grêle fait suite à l’estomac par l'intermédiaire du pylore et il est 
constitué du duodénum, du jéjunum et de l'iléon. Les canaux biliaires et pancréatiques 
sont connectés au duodénum pour permettre le déversement des sels biliaires et des 
sucs pancréatiques afin d'assurer la digestion des aliments. Le gros intestin formé du 
caecum, du côlon et du rectum est séparé de l’intestin grêle par la valve iléo-caecale 
qui bloque la colonisation de l'iléon par les bactéries retrouvées dans le côlon. La 
structure de la paroi digestive est très similaire de l'oesophage à l ’anus à l ’exception de 
quelques particularités selon les régions. Elle est constituée de quatre couches : la 
muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Figure 1A). La muqueuse 
couvre la surface intérieure du tube digestif. Elle assure de multiples fonctions : 
protectrices en formant une barrière entre le contenu de la lumière et l'organisme, 
sécrétrices en relâchant diverses hormones et enzymes et finalement absorbantes en 
assurant le transport des nutriments vers la circulation sanguine. Elle peut former de 
nombreux replis par certains endroits comme dans l ’intestin grêle pour augmenter la 
surface de contact. La couche adjacente, la sous-muqueuse, est formée d'une épaisse 
couche de tissu conjonctif comprenant un large réseau de vaisseaux sanguins et 
lymphatiques ainsi que de neurones. Elle est responsable de la distensibilité et de 
l'élasticité du tube. Pour sa part, la musculeuse est principalement une couche 
musculaire formée d’une portion circulaire interne permettant la contraction du 
diamètre du tube et d’une portion longitudinale externe permettant le 
raccourcissement du tube. Elle garantit entre autres un brassage et une propulsion 
adéquate du contenu de la lumière. Finalement, la couche externe appelée séreuse est
3de nature conjonctive et sa sécrétion aqueuse permet une bonne lubrification et un 
bon glissement de l'organe digestif entre les organes voisins (Sherwood, 2006).
1.1.3 L'épithélium intestinal
La muqueuse intestinale est formée d’une couche épithéliale ainsi que d’un 
tissu mésenchymateux sous-jacent. L'épithélium constituant l'intestin grêle est formé 
d’une monocouche de cellules cylindriques spécialisées qui est organisée dans une 
structure d’invaginations appelées cryptes et d’extrémités appelées villosités. 
L'épithélium colique par contre a une surface lisse avec seulement des cryptes et un 
épithélium de surface. La digestion est en partie assurée par des enzymes digestives 
produites par les cellules de l'intestin grêle qui ne seront pas sécrétées mais plutôt 
présentées à la surface apicale de la cellule comme la sucrase-isomaltase et elle sera 
terminée à l'intérieur même des cellules intestinales. Le tissu conjonctif formant l'axe 
des villosités comprend un réseau de capillaires sanguins et lymphatiques pour 
acheminer les nutriments digérés aux autres organes du corps (Sherwood, 2006). De 
plus, l'épithélium forme une barrière physique entre le contenu luminal et le tissu 
sous-jacent. Il se doit d'être perméable aux nutriments et autres molécules 
essentielles mais imperméable aux antigènes luminaux ou autres macromolécules 
dommageables.
L'épithélium intestinal possède une capacité de renouvellement cellulaire très 
rapide qui coïncide avec une exfoliation apicale des cellules épithéliales. Cette 
dynamique est possible grâce à la présence de deux populations de cellules souches 
situées au fond des cryptes. Les cellules souches CBC {columnar basai stem cells) sont 
intercalées avec les cellules de Paneth à la base de la crypte et expriment entre autres 
le marqueur de cellules souches LGR5. Cette population se divise à chaque jour 
contrairement à la deuxième population de cellules souches qui sont plutôt 
quiescentes. Ces dernières sont situées directement au-dessus des cellules de Paneth 
en position +4 et expriment entre autres le marqueur Bmil. Généralement, les cellules 
souches se divisent de façon asymétrique donnant naissance à une cellule souche mais
4également à une cellule fille. Les cellules filles ou progéhitrices subiront quelques 
divisions avant d’entamer leur processus de différenciation pour donner naissance à 
un des quatre types majeurs de cellules spécialisées (Figure 1B). Cependant, lorsque 
le bassin de cellules souches est dégarni suite à des lésions telles que des irradiations 
ou des agents nocifs, les cellules filles peuvent retourner dans la niche de cellules 
souches et assurer le maintien des cellules souches en regagnant leurs 
caractéristiques particulières. La prolifération des cellules épithéliales intestinales est 
principalement régulée par la voie de signalisation Wnt/p-caténine (voir section 1.4.2 
pour plus de détails) (Crosnier et al., 2006; van der Flier et Clevers, 2009; Vereecke et 
al., 2011; Clevers, 2013).
Les cellules prolifératives sont restreintes au compartiment cryptai et 
entameront un processus de différenciation tout en migrant le long de l ’axe crypte- 
villosité vers la lumière intestinale. Les cellules différenciées sont séparées en deux 
grandes classes : la lignée absorbante (entérocytes) et la lignée sécrétoire (cellules 
caliciformes, cellules entéroendocrines, cellules de Paneth). Les entérocytes ou 
cellules absorbantes sont les principales cellules retrouvées dans l’épithélium et 
seront principalement responsables des fonctions digestives et absorbantes de 
l'intestin. Les cellules caliciformes produisent le mucus recouvrant l'épithélium 
intestinal qui limitera le contact entre les bactéries et les cellules épithéliales. Elles 
régulent également la restitution épithéliale ainsi que la réparation tissulaire via la 
production de facteurs TFF (trefoil factor). Les cellules entéroendocrines sécrètent 
des hormones dans la circulation sanguine afin de coordonner le bon fonctionnement 
de l ’intestin et de participer à la régulation du métabolisme énergétique. 
Contrairement aux autres cellules différenciées qui entament une migration 
ascendante, les cellules de Paneth sont retrouvées à la base des cryptes. Elles 
sécrètent des peptides anti-microbiens comme des défensines, des lysozymes et des 
cryptidines afin de limiter l'adhésion et l’infiltration bactérienne. Elles sont dispersées 
entre les cellules souches et participent d’ailleurs à l ’établissement d’une niche 
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Figure 1 -  L’épithélium intestinal
(A) La paroi du tube intestinal est formée de quatre couches majeures. La muqueuse 
est formée entre autres de cellules épithéliales organisées en une mono-couche 
formant une barrière physique entre le tissu et le contenu de la lumière. La sous- 
muqueuse est un tissu conjonctif comprenant également un réseau de canaux 
sanguins et lymphatiques alors que la musculeuse est plutôt une couche musculaire. 
Finalement, la séreuse est la couche externe recouvrant l’intestin. (B) L’épithélium 
intestinal est constitué de quatre principaux types de cellules spécialisées : les cellules 
absorbantes ou entérocytes, les cellules entéroendocrines sécrétrices d'hormones, les 
cellules caliciformes sécrétrices de mucus et finalement, les cellules de Paneth 
sécrétrices de peptides anti-microbiens retrouvées seulement dans l'intestin grêle. 
Les cellules souches du fond de la crypte donnent naissance à ces quatre types 
cellulaires et, à l'exception des cellules de Paneth, elles migreront vers la lumière 
jusqu'à l'apoptose et l’exfoliation dans la lumière.
Adapté de (Medema et Vermeulen, 2011) et
http://www.austincc.edu/rfofi/NursingRvw/PhysText/Digestive.htmI
6grêle et non dans le côlon. Après leur différenciation terminale, les cellules 
absorbantes, caliciformes et entéroendocrines continuent leur migration vers l'apex 
de la villosité jusqu'à ce qu'elles meurent par apoptose et qu’elles soient exfoliées 
dans la lumière intestinale (Crosnier et al., 2006; van der Flier et Clevers, 2009; 
Vereecke et al., 2011).
1.2 L'IMMUNITÉ DE LA MUQUEUSE INTESTINALE
1.2.1 Le microbiote intestinal
Le microbiote ou microflore intestinale fait référence à l'ensemble des micro­
organismes (principalement bactéries mais également archées, protistes et virus) 
retrouvés dans la lumière intestinale. 11 est composé de billions de microbes présents 
de façon transitoire ou permanente qui sont pour la plupart inoffensifs et même 
bénéfiques à l ’animal hôte. La microflore intestinale est très dynamique, elle varie 
avec l'âge mais également avec la situation géographique, la diète et la prise 
d’antibiotiques. L’état « normal » de celle-ci est donc très difficile à déterminer dû à la 
variabilité inter-individus et la constante évolution de sa composition chez un même 
individu. Des projets de séquençage du microbiote humain ont révélé que les 
Bacteroidètes et les Firmicutes sont les espèces dominantes chez l'adulte (Ivanov et 
Honda, 2012; Lozupone et al., 2012; Maynard et al., 2012).
Les bénéfices mutuels procurés par la relation microbiote-hôte sont nombreux. 
L’environnement riche en nutriments et la chaleur de l'intestin en font un endroit de 
prédilection pour le développement bactérien. L’hôte profite de la forte capacité 
métabolique des microbes qui augmenteront la capacité digestive de l'intestin en 
fournissant entre autres des enzymes non produites par les cellules hôtes. Également, 
le microbiote contribue grandement au système immunitaire et protège contre 
certains microbes pathogènes. Certaines bactéries présentent un effet 
immunostimulant se traduisant par une capacité à recruter des cellules immunes, à 
générer et permettre la maturation des tissus lymphoïdes dans l ’intestin et aussi à
7stimuler la sécrétion de mucus et de peptides anti-microbiens par les cellules 
épithéliales intestinales (CEI). D’autres microbes auront plutôt un effet 
immunomodulateur en régulant la différenciation et les fonctions des cellules 
immunes. Même si la majorité des microbes qui constituent la microflore intestinale 
ont des effets bénéfiques, certains peuvent causer des maladies si le microbiote ou le 
système immunitaire de l'hôte est perturbé, comme lors d’une infection par le 
Clostridium difficile (Ivanov et Honda, 2012; Lozupone et al., 2012; Maynard et al., 
2012).
1.2.2 La barrière intestinale
Les CEI forment une barrière physique qui assure la première défense 
physique de l’organisme face aux bactéries commensales et pathogènes présentes 
dans la lumière intestinale. L’étanchéité de cette barrière est assurée par les 
nombreuses jonctions cellulaires présentes entre les CEI. De plus, les CEI participent à 
la détoxification du lipopolysaccharide (LPS) produit par les bactéries Gram-négatives 
en produisant la phosphatase alcaline. La couche de CEI est également recouverte 
entièrement d’une épaisse couche de mucus constituée de mucines, de glycoprotéines, 
de facteurs TFF et de peptides anti-microbiens qui réduit l ’exposition des cellules aux 
bactéries. Plusieurs constituants du mucus sont produits et sécrétés par les cellules 
caliciformes. La couche de mucus est formée d'une couche interne ainsi que d’une 
couche externe plus épaisse dans laquelle on retrouve généralement les bactéries 
commensales. Certaines bactéries pathogènes produisent des enzymes capables de 
dégrader des constituants du mucus afin de la digérer et ainsi d'atteindre la barrière 
de CEI. La microflore pourrait d’ailleurs réguler les cellules caliciformes puisque chez 
les souris dépourvues de germes intestinaux, on observe un nombre moindre ainsi 
qu'une taille inférieure des cellules caliciformes (Goto et Kiyono, 2012; Hansson, 
2012). Tel qu'énoncée précédemment, la prévention de l'invasion bactérienne dans la 
région cryptale de l ’épithélium est également assurée par la sécrétion de peptides 
anti-microbiens par les cellules de Paneth (Hansson, 2012).
81.2.3 L'immunité innée
Lorsque des bactéries pathogènes comme les souches pathogéniques 
à'Escherichia coli, de Salmoneüa ou autres sont présentes, l'objectif des premières 
lignes de défense est de résister et de limiter la colonisation bactérienne. Les premiers 
mécanismes de défense de l'intestin sont la barrière physique formée par l’épithélium, 
la couche épaisse de mucus empêchant le contact entre les bactéries et les CEI et la 
sécrétion de peptides anti-microbiens comme décrits précédemment (Figure 2). De 
plus, on retrouve également dans la couche de cellules épithéliales un type de cellules 
spécialisées (cellules M) qui participe à la présentation d'antigènes luminaux aux 
cellules immunitaires résidentes. Elles sont généralement retrouvées dans les 
structures secondaires lymphoïdes associées au système immunitaire de la muqueuse 
intestinale telles que les plaques de Peyer. Elles sont sensibles à plusieurs antigènes et 
leur surface apicale caractéristique permet le contact avec les micro-organismes. Elles 
possèdent également une invagination similaire à une poche à sa membrane basale où 
des lymphocytes ou cellules présentatrices d’antigènes peuvent s’insérer (Hansson, 
2012). Les CEI tout comme les macrophages et les cellules dendritiques présents dans 
la lamina propria sous l'épithélium contribuent grandement à l’immunité innée de 
l'intestin. La réponse immunitaire innée est généralement initiée par les récepteurs de 
reconnaissance des pathogènes (PRR) qui détectent les motifs moléculaires associés 
aux pathogènes ou ceux associés aux dommages occasionnés par les pathogènes. 
L’activation de NF-kB (nuclear factor kappa B), la production de cytokines ainsi que le 
recrutement de cellules inflammatoires caractérisent entre autres la réponse 
inflammatoire engendrée suite à l’activation des PRRs tels que les TLRs (Toll-like 
Receptors) et les NLRs (Nod-like Receptors). Ces derniers sont non seulement 
exprimés par les cellules immunitaires de la lamina propria mais également par les 
CEI (Coico et al., 2003; Santaolalla et Abreu, 2012).












Figure 2 -  La muqueuse intestinale et son système immunitaire
La muqueuse intestinale est en étroite relation avec la microflore intestinale 
composée des bactéries commensales et parfois pathogènes retrouvées dans la 
lumière intestinale. La première ligne de défense du système immunitaire inné de 
l’intestin est assurée par la barrière physique créée par les cellules épithéliales, par 
l’épaisse couche de mucus constituée principalement de mucines sécrétées par les 
cellules caliciformes ainsi que par la production de peptides anti-microbiens par les 
cellules de Paneth. En condition de défense, les composantes bactériennes peuvent 
être directement détectées par les cellules dendritiques situées dans l'épithélium ou 
bien par les cellules présentatrices d’antigènes situées dans la lamina propria suite au 
transfert des antigènes par lés cellules M de l'épithélium. L’activation des TLRs ou 
NLRs par les composantes bactériennes entraînera une relâche accrue de cytokines et 
de chimiokines ainsi qu’une activation des lymphocytes. En condition de tolérance, la 
détection des bactéries commensales entraîne plutôt une production limitée de 
cytokines inflammatoires en réponse à la relâche de cytokines anti-inflammatoires 
comme le TGFp et l ’IL-10 par les cellules dendritiques.
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Les TLRs (13 membres) sont des récepteurs transmembranaires exprimés à la 
surface des cellules ou dans des vésicules intracellulaires qui reconnaîtront différents 
éléments des microbes tels que le LPS des bactéries Gram-négatives, la flagelline et 
différents lipopeptides. Suite à l'activation des récepteurs, le domaine cytoplasmique 
du TLR induit sa réponse principalement via des protéines adaptatrices comme le 
facteur de différenciation myéloïde MyD88 entraînant l'activation de NF-kB et des 
voies MAPK et donc l ’induction de gènes inflammatoires tels que l ’interleukine-ip (IL- 
1P), l ’interleukine-6 (IL-6) et le tumor necrosis factor a (TNFa) (Artis, 2008; 
Bergstrom et al., 2012; Yamamoto-Furusho et Podolsky, 2007).
Les NLRs (23 membres) sont principalement cytosoliques et NOD1 
(nucleotide-binding oligomérization domain protein-1) et NOD2 sont assurément les 
plus étudiés et les plus impliqués dans la réponse immune de l’intestin. Ils 
reconnaissent différents motifs comme le muramyl dipeptide pour NOD2. NOD1/2 
induit une signalisation par la kinase receptor-interacting protein (Rip2) qui activera 
NF-kB et les voies MAPK. Il en résultera une augmentation de la sécrétion de 
cytokines inflammatoires comme l’IL-ip  et le TNFa ainsi que de la cytokine 
chimioattractante IL-8, une activatrice puissante des neutrophiles. D'autres NLRs 
comme NLRP1 et NLRP3 régulent plutôt l'assemblage et l’activation de 
l'inflammasome entre autres via la caspase 1 (Bergstrom et al., 2012; Santaolalla et 
Abreu, 2012; Schreiber et al., 2005; Yamamoto-Furusho et Podolsky, 2007).
La réponse inflammatoire induite par le système immunitaire inné conduit à 
l'activation des cellules dendritiques et des macrophages qui sécréteront à leur tour 
une quantité massive d'un cocktail élaboré de cytokines stimulant l’activation et la 
différenciation des cellules T. La réponse immunitaire adaptative maintenant induite 
est plus spécifique et anticipe les futures attaques grâce à la mémoire des cellules B et 
T. De nombreux lymphocytes intra-épithéliaux sont d'ailleurs présents dans 
l’épithélium intestinal mais également dans les tissus lymphoïdes associés à l'intestin 
comme les plaques de Peyer et les ganglions lymphatiques mésentériques (Artis, 
2008; Macdonald et Monteleone, 2005; Schreiber et al., 2005).
11
1.2.4 La tolérance
Puisque le système immunitaire de l'intestin est en contact avec de multiples 
microbes, il doit distinguer les micro-organismes dommageables de ceux sans danger 
comme les bactéries commensales ou les protéines alimentaires. En condition 
normale, la réponse aux microbes non dommageables induit une tolérance 
immunologique locale et systémique mais lorsque la réponse est exagérée, l'individu 
peut développer différentes pathologies comme la maladie coeliaque (intolérance au 
gluten). Les antigènes peuvent être présentés aux lymphocytes directement par les 
CEI ou bien par les cellules présentatrices d’antigènes suite entre autres au transfert 
des antigènes de la lumière à la lamina propria ou aux plaques de Peyer par les 
cellules M. Une production locale d'interleukine-10 (IL-10), du transforming growth 
factor beta (TGF0) et d'IgA sera enclenchée et permettra l'établissement de la 
tolérance immunologique et donc d'une homéostasie adéquate (Figure 2) (Mowat, 
2003).
1.3 LES MALADIES INFLAMMATOIRES INTESTINALES CHRONIQUES
1.3.1 La colite ulcéreuse vs la maladie de Crohn
Les maladies inflammatoires intestinales chroniques (Mil) sont caractérisées 
par une inflammation chronique du tractus gastrointestinal et elles se manifestent 
sous deux principaux phénotypes, la colite ulcéreuse (UC) ainsi que la maladie de 
Crohn (CD). Les signes cliniques de la maladie sont des problèmes de transit 
(diarrhée, constipation ou les deux), un besoin urgent d’aller à la selle, des douleurs 
abdominales, la présence de sang dans les selles, une perte de poids et de la fatigue. 
L’inflammation observée chez les patients atteints de UC est continue, elle débute 
généralement dans le rectum et s'étend par la suite dans le côlon. L’inflammation 
n'atteint principalement que la muqueuse intestinale. La CD quant à elle peut affecter 
le tractus gastrointestinal en entier mais elle se manifeste généralement dans le côlon 
et l’iléon. L'inflammation est discontinue et peut être transmurale. La réponse
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immune Th l engendrée lors de la CD est associée à des lymphocytes T qui produisent 
de l’interféron y (IFN-y) et de l ’IL-2, orientant la réponse immunitaire vers l ’immunité 
à médiation cellulaire. Dans le cas de l’UC, on note plutôt une réponse de type Th2 
caractérisée par une production d’IL-5 et de TGFp, orientant vers l ’immunité à 
médiation humorale (Bamias et Cominelli, 2007; Bouma et Strober, 2003; Cho, 2008; 
Macdonald et Monteleone, 2005; Podolsky, 1991; Zhong et al., 2008).
1.3.2 Les causes des maladies inflammatoires intestinales
Les Mils sont entraînées par un débalancement de l'équilibre normal entre le 
système immunitaire intestinal et la microflore. Même si les causes exactes de ces 
pathologies demeurent à clarifier, il est suggéré qu’une réaction aberrante aux 
antigènes luminaux entraînerait une activation exagérée du système immunitaire de 
la muqueuse intestinale et ainsi un bris subséquent de la paroi intestinale. Les Mils 
sont des maladies multifactorielles faisant intervenir entre autres des facteurs 
génétiques, des facteurs environnementaux, la réponse immune ainsi que la 
microflore intestinale (Figure 3A) (Bamias et Cominelli, 2007).
En effet, la contribution génétique aux Mils n’est plus à démontrer, bien que 
celle-ci soit plus importante dans la CD que dans l’UC. Le risque de développer une Mil 
est de 4 à 20 fois plus élevé chez les parents de premier degré d'un patient atteint que 
dans la population en général (Podolsky, 1991). De larges analyses génomiques ont 
démontré que 9 loci chromosomiques étaient rattachés aux Mils, IBD1 à IBD9 
(Schreiber et al., 2005). Par exemple, NOD2 (correspondant à IBD1) a été identifié 
comme un gène de susceptibilité à la CD. Des mutations pour ce gène sont retrouvées 
dans près d’un tiers des patients atteints par cette pathologie. Comme mentionné dans 
le chapitre précédent, NOD2 est un patron de reconnaissance cytoplasmique pour un 
peptidoglycan exprimé par les bactéries. Des mutations perte de fonction dans ce gène 
résulteraient en une mauvaise élimination des bactéries et ainsi une plus grande 
invasion bactérienne dans la muqueuse intestinale. Également, puisque NOD2 est 
fortement exprimé dans les cellules de Paneth, l ’expression de plusieurs défensines
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est affectée chez les patients atteints de CD présentant des mutations pour NOD2 
(Bamias et Cominelli, 2007; Yamamoto-Furusho et Podolsky, 2007). Également, des 
mutations dans les gènes codant pour DLG5, SLC22A4, SLC22A5, IL23R, IL12B, STAT3, 
ATG16L1 ont été associées à un risque plus élevé de développer une Mil (Cho, 2008; 
Schreiber et al., 2005).
Les Mils ne sont pas que des maladies génétiques, d’autres facteurs sont 
nécessaires au développement de la maladie comme observés lorsque la maladie dont 
souffre un jumeau identique n’atteint pas l’autre. Certains facteurs environnementaux 
comme le tabagisme, l’appendicectomie, la nutrition, l'hygiène et la prise d’anti­
inflammatoires non stéroidiens peuvent modifier l'incidence de ces maladies 
(Molodecky et Kaplan, 2010; Podolsky, 1991).
De plus, la microflore intestinale est également un joueur important dans le 
développement des Mils. Il a été démontré entre autres que sa présence est requise au 
développement de colite spontanée chez les rongeurs. Également, la prise 
d’antibiotiques ou de probiotiques peut également modifier l ’intensité de la maladie. 
Chez les patients atteints de Mil, on note d'ailleurs un nombre accru de bactéries 
adhérées à la surface des CEI ou encore à l ’intérieur de celles-ci (Bouma et Strober, 
2003; Podolsky, 1991).
Finalement, la participation du système immunitaire intestinal est très 
importante dans le développement des Mils. Son activité aberrante est souvent la 
résultante de l'accumulation des défauts génétiques ou des facteurs 
environnementaux observés chez les patients atteints. On ne sait toujours pas si 
l ’activation accrue du système immunitaire est due à un défaut intrinsèque aux voies 
de signalisation impliquées ou plutôt une résultante à sa stimulation continuelle 
(Podolsky, 1991). Chez les patients atteints de CD, la réponse immune innée est 
largement affectée. Notamment, suite à l’injection intradermique de bactéries tuées, le 
flot sanguin au site d’injection est réduit comparativement à celui observé chez des 
patients sains. Également, le recrutement de neutrophiles ainsi que la production d'IL- 







Figure 3 -  Les pathologies intestinales
(A) Les maladies inflammatoires intestinales (Mil) sont des maladies multifactorielles 
impliquant des facteurs environnementaux, la prédisposition génétique, la microflore 
intestinale ainsi que la réponse immune. (B) Le cancer colorectal résulte de 
l'accumulation d’altérations génétiques associées à la voie d’instabilité 
chromosomique (CIN) ou à la voie d’instabilité des microsatellites (MSI). Des 
mutations sont observées à des moments clés de la progression adénome-carcinome 
favorisant la croissance et la survie des cellules néoplasiques.
Adapté de (Soreide et ai, 2006)
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2006). D’autres études rapportent également une augmentation d’IL-8, de MCP-1, de 
RANTES et de MIP-3a chez les patients atteints de CD ou d'UC supportant une 
augmentation du nombre de monocytes, de cellules dendritiques et de lymphocytes 
au site d’inflammation (Zimmerman et al., 2008). L’activation aberrante du système 
immunitaire est d'ailleurs ciblée par plusieurs drogues utilisées pour le traitement des 
Mils.
1.3.3 Le modèle de colite chimique induit au DSS
Plusieurs modèles animaux ont été développés pour reproduire les Mils 
observés chez l'humain afin d'en permettre l'étude dans un contexte physiologique. 
Certains modèles font appel à l'ingénierie génétique afin d’affecter la réponse immune 
comme la souris déficiente pour l'IL-10 ou pour le TGFP et le rat transgénique HLA- 
B27. D'autres utilisent plutôt l'injection intrarectale d’haptènes comme le TNBS dans 
une solution d’éthanol afin d’exposer la lamina propria à des composantes 
bactériennes. Dans plusieurs études comme il sera le cas ici, le détergent dextran 
sodium sulfate (DSS) est ajouté à l’eau de boisson à une concentration variable selon 
les souches de souris utilisées pour induire une colite aiguë (Bouma et Strober, 2003; 
Xavier et Podolsky, 2007).
Les symptômes observés chez les souris traitées avec le DSS s'apparentent à 
ceux observés chez les patients atteints d'UC. On observera donc une détérioration de 
l'état général notamment une perte de poids, un ramollissement important des selles, 
la présence de sang dans les selles ainsi que des saignements rectaux. En analyse 
histologique, on remarque un dommage important à la muqueuse intestinale 
principalement à la base des cryptes, l'infiltration de cellules immunitaires ainsi qu'à 
l'occasion de l ’œdème ou des ulcères (Dieleman et al., 1998; Kawada et al., 2007). Le 
DSS entraîne un bris étendu de la muqueuse du côlon distal suite à une destruction 
importante des cryptes intestinales constituées principalement des cellules souches 
ce qui ralentira donc grandement la régénération de l’épithélium colique (Kawada et 
al., 2007). Le mécanisme d'action détaillé du DSS demeure peu étudié mais il a été
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démontré que celui-ci peut être cytotoxique pour les CEI mais également pour les 
lymphocytes intra-épithéliaux. 11 entraîne également des changements d'expression 
de protéines importantes pour l'adhésion cellulaire, modifiant ainsi l’interaction des 
cellules épithéliales et des lymphocytes à la matrice extracellulaire (Ni et al., 1996).
1.4 LE CANCER COLORECTAL
1.4.1 Les manifestations du cancer colorectal
Selon Statistiques Canada, le cancer colorectal (CCR) est le 3e cancer le plus 
répandu et il demeure la 2e cause de décès par cancer au sein de la population 
canadienne, avec un taux de survie après 5 ans d’environ 63%. Le CCR se manifeste 
généralement par un changement du transit intestinal, de la douleur, de la fatigue et 
une perte de poids et peut même mener à une occlusion intestinale ou une 
perforation. Certains facteurs de risque sont associés au CCR comme une diète riche 
en viande rouge et en gras insaturés, une consommation excessive d'alcool ainsi que la 
sédentarité. Également, les patients atteints de Mils ont une probabilité plus élevée de 
développer un CCR (de la Chapelle, 2004; Fearon, 2011).
Le CCR a une composante génétique importante où l’incidence de la pathologie 
est beaucoup plus élevée chez des membres de la famille de premier degré et même 
de deuxième degré que dans la population en général. Présentement, il est estimé 
qu'entre 15 et 30% des CCR sont héréditaires alors que la majorité serait de nature 
sporadique. Les deux principales entités génétiques associées à un haut risque de 
développer un CCR sont le cancer colorectal non polypeux héréditaire (HNPCC) et la 
polypose adénomateuse familiale (FAP). Le syndrome HNPCC est associé à l ’instabilité 
des microsatellites due à des mutations dans des gènes de réparation de l'ADN tels 
que MSH2 et MLH1, alors que le syndrome FAP résulte généralement de mutations 
dans le gène APC entraînant une dérégulation de la voie de Wnt/(3-caténine (voir 
section 1.4.2) (Cardoso et al., 2007; Fearon, 2011).
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Dans les cas sporadiques, le CCR se développe selon une séquence adénome- 
carcinome qui est caractérisée par plusieurs changements histologiques et génétiques. 
Initialement, on observe la formation de foyers de cryptes aberrantes (ACF) qui sont 
des structures glandulaires irrégulières provenant de l’épithélium qui peuvent donner 
naissance à des tumeurs bénignes telles que des polypes. Les polypes adénomateux ou 
adénomes sont considérés comme le précurseur majeur du CCR. Ils sont d'origine 
glandulaire, ont une morphologie dysplasique et l’état de différenciation des cellules 
épithéliales est perturbé. Les adénomes peuvent progresser en carcinome in situ et 
ensuite en carcinome invasif puis métastatique (Cardoso et al., 2007; de la Chapelle, 
2004; Fearon, 2011; Soreide et al., 2006).
1.4.2 Les changements génétiques du cancer colorectal
Le CCR comme la plupart des cancers résultent de l'accumulation d'altérations 
génétiques qui permettent la croissance des cellules néoplasiques. Un modèle de 
progression génétique du CCR avait originalement été élaboré par Fearon et 
Vogelstein. Deux principales voies mènent au CCR soit la voie d'instabilité 
chromosomique (CIN) et celle d’instabilité des microsatellites (MSI). La première fait 
référence à des altérations génétiques qui résultent de perte ou de gain de fragments 
chromosomiques et représente environ 85% des cas de CCR. La deuxième fait plutôt 
référence à des altérations génétiques dues à la défaillance de protéines associées à la 
réparation de l’ADN et représente environ 15% des cas de CCR (Figure 3B) (Fearon, 
2011).
La première mutation observée dans la voie CIN est la mutation dans le gène 
APC (adenomatous polyposis coli) et est la plus commune dans le CCR. La protéine 
APC est impliquée dans la voie de signalisation Wnt; elle forme un complexe avec la P* 
caténine régulant ainsi sa dégradation et sa localisation nucléaire. Les mutations 
inactivatrices observées dans le gène APC résultent en une activation constitutive de 
la p-caténine et donc une prolifération incontrôlée des cellules néoplasiques. Durant 
l'augmentation en taille des adénomes, on observe également des mutations dans
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l'oncogène K-RAS, une protéine en amont entre autres de la voie MEK/ERK qui régule 
la prolifération et la survie cellulaire. La progression de l'adénome en carcinome est 
plutôt caractérisée par des mutations dans la protéine p53 dans la voie CIN. Dans les 
cellules normales, le facteur de transcription p53 aussi appelé gardien du génome est 
inactivé par l'ubiquitine ligase MDM2. En réponse à des stress cellulaires comme les 
dommages à l ’ADN, une activation oncogénique ou l'hypoxie, la protéine p53 sera 
activée par différents mécanismes. Par exemple, le complexe MDM2:p53 peut être 
phosphorylé par des kinases telles que ATM et CHK2 et donc détruit ou bien la 
protéine MDM2 peut être séquestrée par pl4ARF empêchant ainsi la séquestration de 
p53 par MDM2. Lorsqu'activé, p53 régule entre autres des points de restriction du 
cycle cellulaire contrôlant ainsi l'arrêt du cycle cellulaire et l'entrée en apoptose en 
modulant l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p21 et celle de la protéine 
pro-apoptotique BAX. L'inactivation de p53 est la deuxième étape clé dans la 
carcinogenèse colorectale, après les mutations dans le gène APC (Cardoso et al., 2007; 
Fearon, 2011; Markowitz et Bertagnolli, 2009; Soreide et al., 2006; Soussi et Beroud, 
2001).
La voie MSI résulte d’altérations génétiques dans des protéines importantes 
pour le processus de réparation de l'ADN, comme MLH1, MSH2 et MSH6. Des 
mutations dans ces gènes, ou leur perte d’expression par méthylation de leur 
promoteur, entraînent par la suite des erreurs lors de la réplication de l'ADN qui ne 
seront pas réparées. Ces erreurs se produisent principalement dans des gènes 
susceptibles, c'est-à-dire qui comprennent des séquences répétées de mono-, di- ou 
tri-nucléotides, affectant la fidélité de la polymérase lors de la réplication de l ’ADN. 
Par exemple, dans la voie MSI, on observe des mutations dans le gène de la p-caténine 
dans les stades précoces de la carcinogenèse qui tout comme les mutations dans le 
gène APC entraînent une activation constitutive de la voie Wnt/p-caténine. Également, 
des mutations dans le gène BAX sont observées causant des perturbations dans le 
contrôle de la réponse apoptotique médiée par BCL2. La famille de protéines BCL2 
régule l’activation de la voie apoptotique intrinsèque. En condition normale, les 
homologues BCL2 pro-apoptotiques comme BAX sont inhibés par les homologues
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BCL2 anti-apoptotiques comme BCL2, BCL-XL et MCL1. Cependant, en réponse à 
différents stress comme la privation en facteurs de croissance et l'exposition à des 
rayons UV ou des virus, les protéines de la famille BCL2 de type BH3 seulement 
comme BAD ou BIM sont induites ou bien activées post-traductionnellement. Celles-ci 
inhibent ensuite les homologues BCL2 anti-apoptotiques relevant ainsi l'inhibition sur 
les homologues BCL2 pro-apoptotiques. Une fois activées, les homologues pro- 
apoptotiques tels que BAX ou BAK promeuvent la relâche de cytochrome C et donc la 
fission mitochondriale. L’ultime activation de la caspase 3 suite à l'activation de 
l'inflammasome entraînera la destruction cellulaire. Les cellules cancéreuses ayant 
des mutations dans le gène encodant pour BAX sont donc généralement insensibles à 
la réponse apoptotique et pourront donc proliférer malgré les stress cellulaires (Youle 
et Strasser, 2008; Cory et Adams, 2002).
Plus tardivement dans la voie MSI, on observe très fréquemment des mutations 
dans le gène TGFBRI1, un récepteur de la voie du TGFp. Les récepteurs du TGFP 
(TGFBRI et TGFBRII) sont des protéines transmembranaires qui seront activées par 
auto-phosphorylation en réponse à la liaison des ligands TGFp (TGFpl, TGFP2 et 
TGFP3). Suite à leur activation, ils transduiront un signal intracellulaire via les 
protéines Smad. L'activation de la voie de signalisation du TGFp induit l ’expression de 
plusieurs gènes cibles dont l’inhibiteur du cycle cellulaire p21. L’inactivation de la voie 
anti-proliférative du TGFP par mutations facilite donc la croissance des tumeurs (voir 
section 1.5.4) (Fearon, 2011; Markowitz et Bertagnolli, 2009; Soreide et al., 2006; 
Lampropoulos et al., 2012).
1.5 PROJET 1 : ERp ET L'INFLAMMATION INTESTINALE
1.5.1 L'œstrogène et ses récepteurs spécifiques
Les œstrogènes sont des hormones stéroïdiennes qui peuvent se retrouver 
sous trois formes dans la nature : l'œstradiol (E2, la plus abondante), l’œstriol et 
l'œstrone. Ils sont synthétisés à partir du cholestérol par différents enzymes tels que
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ceux du cytochrome P450 ainsi que par l'aromatase qui permet la conversion 
d’hormones mâles comme la testostérone en œstrogènes (Gruber et al., 2002). L/E2 est 
une hormone ovarienne principalement synthétisée et sécrétée par le follicule ovarien 
durant la première moitié du cycle menstruel. Sa production est régulée au niveau de 
l’axe hypothalamo-hypophysaire suite à la production de gonadolibérine (Gn-RH) par 
l ’hypothalamus et la successive production d’hormones folliculo-stimulante (FSH) et 
lutéinisante (LH) par l’hypophyse (Figure 4A). Une boucle de rétroaction exercée par 
les œstrogènes est possible sur la sécrétion de ces trois hormones (Sherwood, 2006). 
Par contre, l’œstrone et l'œstriol proviendraient plutôt du foie suite à la 
transformation de l ’E2 . L’aromatase est exprimée dans plusieurs tissus comme le gras, 
les testicules, les muscles, le tissu nerveux suggérant donc une participation de 
d’autres tissus à la production d'œstrogène (Gruber et al., 2002). Les œstrogènes sont 
distribués via la circulation sanguine dans laquelle ils sont liés de façon réversible 
avec la 3-globuline. Également, il existe dans la nature des composés s'apparentant à 
l'œstrogène tels que les phytœstrogènes présents dans différentes plantes, les 
isoflavones comme la génistéine dérivées entre autres des produits du soya ainsi que 
des polluants comme le bisphénol A présent dans certains plastiques. Dû à la 
similarité structurelle de ces composés avec l’œstrogène, ceux-ci pourraient conduire 
à une signalisation intracellulaire très similaire à celle encourue par une stimulation 
œstrogénique (Gruber et al., 2002; Sherwood, 2006).
L'œstrogène agit principalement via l’interaction avec ses récepteurs 
spécifiques, les récepteurs à l’œstrogène alpha et beta (ERa et ERP). Ceux-ci sont des 
facteurs de transcription appartenant à la superfamille des récepteurs nucléaires liant 
des stéroïdes tout comme les récepteurs à la progestérone, aux androgènes, aux 
glucocorticoïdes et aux minérallocorticoïdes. Le mécanisme d'action le plus important 
et le plus étudié de ces récepteurs est la voie génomique, c'est-à-dire la régulation de 
la transcription de gènes cibles via l'interaction avec des éléments spécifiques sur 
l'ADN (Figure 4B). Étant un ligand lipophilique, l'œstrogène peut traverser les 
membranes cellulaires et atteindre les récepteurs présents dans le cytoplasme ou le 
noyau. L’activation du récepteur suite à la liaison de son ligand entraînera un
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Figure 4 -  Les récepteurs à l'œstrogène
(A) La sécrétion d'œstrogène par les ovaires est régulée par la production de 
gonadolibérine (Gn-RH) par l ’hypothalamus et d'hormones folliculo-stimulante (FSH) 
et lutéinisante (LH) par l'hypophyse. (B) Suite à la liaison du ligand avec les 
récepteurs à l’œstrogène (ER), ceux-ci dimérisent et transloquent au noyau. Les ERs 
peuvent alors interagir avec l'ADN via ses éléments de réponse spécifiques (ERE) ou 
en interagissant avec d’autres facteurs de transcription. (C) La structure des ERs est 
classique à tous les récepteurs nucléaires. Le domaine A/B en extrémité amino- 
terminale comprend une fonction de transactivation ligand-indépendante AFl. Le 
domaine C est responsable de la liaison à l ’ADN et le domaine E de la liaison au ligand. 
Le domaine E comprend également une fonction de transactivation ligand- 
dépendante AF2.
Adapté de (Martin et Gaddy, 2006)
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changement de conformation libérant les protéines chaperonnes telles que Hsp70 ou 
Hsp90 avec lesquelles il interagit normalement lorsqu'en forme inactive. Les ERs 
peuvent alors dimériser soit sous forme d'homo- ou d'hétérodimères et transloquer 
au noyau. L'association des récepteurs avec ses éléments de réponse sur l ’ADN, les 
éléments de réponse à l’œstrogène (ERE) peut alors avoir lieu. Un élément de réponse 
consensus est formé d’une répétition palindromique inversée séparée de 3 
nucléotides, AGGTCAnnnTGACCT. L’activation transcriptionnelle sera possible suite 
au recrutement de différents coactivateurs comme les protéines de la famille 
pl60/SRC et CBP/p300 ou corépresseurs comme NCoR et SMRT ainsi que d'autres 
protéines régulatrices (Gruber et al., 2002; Gruber et al., 2004; Gruber et al., 2004; 
Nilsson et al., 2001). Le changement de conformation induit par la liaison de 
l ’œstrogène influence la dimératisation mais également le recrutement des 
coactivateurs. La liaison à l’ADN influence également le recrutement des coactivateurs 
et ceux interagissant avec les ERs peuvent également variés selon le gène activé et le 
type cellulaire. Les corépresseurs comme R1P40 et SHP qui interagissent avec la 
région AF-2 des ERs compétitionnent avec les coactivateurs pour la liaison aux 
récepteurs et antagonisent donc l'activité des protéines comme SRC-1 (Marino et al, 
2006).
La plupart des régions sur l ’ADN où les ERs interagissent sont dans un état 
hétérochromatique et la liaison de facteurs de transcription pionniers sera donc 
nécessaire afin d'ouvrir la chromatine et ainsi faciliter l'interaction entre les ERs et 
l'ADN. Par exemple, FOXA1 est un facteur de transcription pionnier très important 
dans l ’activité transcriptionnelle des ERs. Son recrutement à la chromatine est médié 
entre autres par la méthylation de l ’histone H3 et sa liaison à l'ADN conduira à la 
décompaction de la chromatine et facilitera donc la liaison de d'autres facteurs de 
transcription comme les ERs. Il a d'ailleurs été démontré que l'interaction des ERs 
avec la chromatine ainsi que l'activité transcriptionnelle de ces facteurs de 
transcription sont dépendantes de FOXA1 (Fiorito et al., 2013).
Les récepteurs à l'œstrogène peuvent également réguler la transcription sans 
utiliser leurs éléments de réponse spécifiques mais plutôt en interagissant avec
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d'autres facteurs de transcription comme ceux formant le complexe AP-1, soit les 
membres des familles c-fos et c-jun, ainsi que le facteur de transcription NF-kB 
(Gruber et al., 2002; Gruber et al., 2004; Gruber et al., 2004; Nilsson et al., 2001). En 
plus de la voie génomique, les œstrogènes peuvent également entraîner une réponse 
rapide qui fait plutôt appel à la voie non génomique. Celle-ci requiert une sous- 
population membranaire des récepteurs classiques à l'œstrogène ou un récepteur 
couplé aux protéines G sensible à l’œstrogène, GPR30. Il s'en suivrait une activation 
des cascades de signalisation MAPK et PI3K/AKT. Cette réponse est impliquée dans 
différents phénomènes rapides comme la signalisation induite par l'insuline, la 
vasodilatation et la signalisation neuronale (Barton, 2012).
Les ERs possèdent la structure classique des récepteurs nucléaires, c’est-à-dire 
cinq domaines principaux soit les domaines A/B, C, D, E et F distribués 
séquentiellement de l’extrémité amino-terminale à l’extrémité carboxy-terminale 
(Figure 4C). Le domaine A/B comprend entre autres une fonction de transactivation 
ligand-indépendante, AFl, responsable de l'activité constitutive du récepteur c'est-à- 
dire l ’activité ligand-indépendante. Le domaine C également nommé DBD (DNA- 
binding domain) est responsable de la liaison à l'ADN. Il comprend 2 doigts de zinc 
nécessaires à la reconnaissance de l'élément de réponse à l'œstrogène sur l'ADN ainsi 
qu'à la dimérisation du récepteur. Le domaine C est le plus conservé entre ERa et ERp 
avec une homologie de 96%. Le domaine suivant est le domaine charnière ou domaine 
D qui contribue au repliement adéquat ainsi qu’au changement de conformation de la 
protéine. Il possède également un signal de localisation nucléaire (NLS) responsable 
de l'importation du récepteur dans le compartiment nucléaire. Le domaine E ou LBD 
(ligand-binding domain) est entre autres composé d’une poche de liaison au ligand et 
lorsque ce dernier interagit avec le récepteur, un changement de conformation de la 
poche s’en suit permettant ainsi que le recrutement des coactivateurs au domaine 
LBD. Il contient également une fonction de transactivation ligand-dépendante AF2, un 
second signal de localisation nucléaire ainsi qu'un domaine de dimérisation. Le 
domaine E est le second domaine ayant une forte homologie entre ERa et ERP soit de 
53%. Finalement, en extrémité carboxy-terminale, on retrouve le domaine F qui
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demeure à ce jour mal connu mais pour lequel des évidences suggèrent un rôle dans le 
recrutement des corépresseurs (Gruber et al., 2002; Nilsson et al., 2001; Pearce et 
Jordan, 2004]. Les régions AF-1 et AF-2 peuvent activer la transcription de façon 
indépendante mais de façon générale, elles coopèrent l'une avec l'autre. Par exemple, 
la phosphorylation de la région AF-1 peut faciliter le recrutement des coactivateurs à 
la région AF-2 (Marino et al, 2006).
Bien que l ’affinité de liaison des oestrogènes à ERa et ER|B soit similaire, leur 
activité transcriptionnelle est différente selon les promoteurs. Certains coactivateurs 
ont plus d'affinité pour ERa qu’ERp ou vice versa ce qui changera donc leur capacité 
transcriptionnelle respective. De plus, ERa et ERp peuvent lier des EREs spécifiques. 
Finalement, la région AF-1 d’ERp est inactive suggérant donc que contrairement à 
ERa, l’activation de la transcription de façon ligand-indépendante par ce récepteur 
serait moins probable (Zwart et al., 2010]. ERa et ERp lient tous les deux plusieurs 
formes d’œstrogènes endogènes mais également des phytœstrogènes ou autres 
composés ayant des capacités œstrogéniques. L'affinité de liaison varie selon les 
composés et le type d'ER. Le développement de ligands synthétiques a donc été 
nécessaire afin de cibler un récepteur en particulier (Kuiper et al., 1997; Kuiper et al., 
1998]. Dans le cadre des travaux présentés ici, le fréquemment utilisé 
diarylpropionitrile (DPN) a été privilégié comme agoniste sélectif pour ERp. Le DPN 
présente une affinité de liaison 70 fois supérieure pour ERP que pour ERa (ECso de 
0.85nM vs 66nM respectivement]. Également, son potentiel de transactivation d'ERp 
est 170 fois plus élevé que celui pour ERa (Meyers et al., 2001).
L’œstrogène est principalement étudié pour ses fonctions dans le 
développement ainsi que la reproduction dû entre autres à l'expression importante 
d'ERa dans des tissus comme l’utérus, la glande mammaire, les testicules mais 
également le foie et les muscles squelettiques. Par contre, ERp est prédominant dans 
les ovaires, la prostate, le poumon ainsi que le côlon. De plus en plus, le rôle des ERs 
dans d'autres fonctions cellulaires comme la prolifération, la différenciation et 
l'apoptose est étudié. Son association avec différents cancers principalement le cancer 
du sein en est d'ailleurs un bon exemple (Couse et Korach, 1999; Foley et al., 2000).
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1.5.2 Le rôle d'ERp
Contrairement à ERa qui est associé à un rôle prolifératif entre autres dans le 
cancer du sein, ERp est plutôt reconnu pour ses effets protecteurs. L’analyse de 
plusieurs organes de la souris déficiente pour ERp, dont ceux où ERp est l ’isoforme le 
plus exprimé, a soulevé son importance pour l'homéostasie de plusieurs tissus. Tout 
d’abord, les souris ERp /- (KO) sont viables et anatomiquement très similaires à leur 
confrère de type sauvage (WT). Bien que les femelles ne soient pas stériles, elles sont 
tout de même sous-fertiles, c’est-à-dire que les portées Sont moins fréquentes et 
moins nombreuses. Notamment, lors de l'analyse histologique des ovaires des souris 
femelles, les auteurs ont remarqué moins de corps jaune chez les souris ERP KO 
suggérant que la maturation folliculaire est altérée (Couse et Korach, 1999; Krege et 
al., 1998). Chez le mâle, l'étude plus approfondie de la prostate des souris ERp WT et 
KO a révélé l'apparition de plusieurs foyers hyperplasiques dans l ’épithélium de la 
prostate des souris déficientes pour ERp. De plus, ce phénotype est accompagné d'une 
augmentation accrue du nombre de cellules KI-67 positives soulevant le rôle anti- 
prolifératif d’ERp dans l'épithélium de la prostate (Weihua et al., 2001). Cette hausse 
de la prolifération corrélait avec une baisse de la réponse apoptotique comme en 
témoigne la réduction de cellules positives suite à un essai TUNEL et une 
augmentation de l ’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2. Également, 
l'équipe du Pr Gustafsson a rapporté une accumulation de cellules indifférenciées 
dans la prostate des souris ERp KO (Imamov et al., 2004). Une différenciation 
incomplète de l’épithélium fut également observée dans la glande mammaire (Forster 
et al., 2002).
De plus, d'autres anormalités dans des organes non reliés aux fonctions 
sexuelles ont été observées chez les souris ERP KO. Par exemple, les souris ERp /- sont 
hypertensives et avec l'âge, elles développent un hypertrophie ventriculaire. Par 
contre, puisque peu ou pas d’expression d’ERp est détectée dans le muscle cardiaque, 
ces phénotypes sont probablement dû à des effets indirects de l'œstrogène, c’est-à- 
dire via ERp mais non directement sur les cellules cardiaques (Forster et al., 2004). 
Également, la perte d’ERp entraîne des changements structurels dans le poumon des
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souris tels qu'un nombre inférieur et une taille réduite d’alvéoles pulmonaires ainsi 
qu'une composition anormale de la matrice extracellulaire. En conséquence, les souris 
ERp KO développent de l'hypoxie systémique suite à l’exercice physique (Morani et al., 
2006).
1.5.3 ERP et l'intestin
Dans l'épithélium intestinal, ERp est l'isoforme prédominant alors que 
l’expression d'ERa est plutôt restreinte au stroma (Campbell-Thompson et al., 2001; 
Konstantinopoulos et al., 2003). L'action de l’œstrogène dans l'épithélium intestinal 
devrait donc être attribuable à l'activation d’ERp. L'étude approfondie du côlon des 
souris ERP KO a révélé l'importance de ce facteur de transcription dans l'homéostasie 
de l’épithélium colique. Tout d'abord, les auteurs ont noté une augmentation du 
nombre de cellules prolifératives ainsi qu’une hausse de la migration des cellules vers 
la lumière colique conséquentes à la délétion d’ERp de pair avec une baisse de 
l ’apoptose. De plus, l'expression du marqueur de différenciation cytokératine-20 (CK- 
20) était réduite dans l'épithélium du côlon des souris ERp /-. Finalement, des 
anormalités ont également été décelées dans l'adhésion cellulaire entre autres au 
niveau des jonctions serrées et des desmosomes (Wada-Hiraike et al., 2006). Ces 
résultats supportent un rôle important pour ERp dans l'homéostasie de l ’épithélium 
colique et suggèrent qu'ERP protègent contre des processus cellulaires associés à la 
carcinogenèse tels que la prolifération cellulaire accélérée ainsi que la baisse 
d’apoptose.
De nombreuses études se sont d'ailleurs intéressées aux potentiels protecteur 
et thérapeutique d’ERp dans le cancer colorectal (CCR). Notre équipe a d'ailleurs 
observé que la perte d'ERp augmente la multiplicité tumorale ainsi que la taille des 
adénomes dans l'intestin grêle du modèle murin de carcinogenèse colorectal APCMi"/+. 
Une prolifération cellulaire accrue a également été observée dans l'intestin grêle et le 
côlon des souris APCMin/+ ERp /- comparativement aux souris APCMin/+ ERP+/+ (Giroux 
et al., 2008). Nos résultats concordent avec ceux de d'autres équipes qui rapportent
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également une augmentation de la carcinogenèse colorectale suite à la délétion d’ERp 
dans le modèle APCMin/+ (Cho et al., 2007; Cleveland et al., 2009), dans un modèle 
d'initiation du CCR (Saleiro et al., 2010) et également dans un modèle de CCR associé à 
la colite (Saleiro et al., 2012). Dans le cadre de mes travaux de maîtrise, j ’ai également 
démontré que l’activation d'ERp à l’aide d’un agoniste sélectif, le diarylpropionitrile 
(DPN) diminuait la multiplicité tumorale ainsi que le diamètre des adénomes formés 
dans le modèle APCMin/+, Une baisse du nombre de cellules prolifératives ainsi qu'une 
hausse du nombre de cellules apoptotiques étaient également observées suite à un 
traitement au DPN (Giroux et al., 2011).
Les mécanismes régulés ainsi que les gènes cibles d’ERp dans le côlon ont été le 
sujet de quelques études dans les dernières années. L'analyse génomique par 
micropuces de trois lignées cellulaires isolées de CCR (SW480, HCT116 et HT29) a 
suggéré que la réexpression d’ERp modulait l’expression de plusieurs gènes impliqués 
dans la différenciation cellulaire, l’apoptose et le processus anti-tumorigénique 
(Edvardsson et al., 2011). Également, la comparaison du profil génique par 
micropuces de souris ERp WT ou KO traitées ou non avec de l'E2 dans notre 
laboratoire a permis d’identifier deux processus biologiques affectés par l'œstrogène 
via ERP dans l'épithélium colique : l'adhésion cellulaire et la voie de signalisation du 
TGFp (Giroux et al., 2008). Une modulation de la voie anti-proliférative du TGFp par 
ERP pourrait expliquer son rôle protecteur dans le CCR.
1.5.4 La voie du TGFp
La signalisation par le TGFp (Transforming Growth Factor beta) régule une 
panoplie de processus cellulaires tels que la prolifération cellulaire, l'apoptose et la 
réponse inflammatoire. La signalisation est enclenchée par la liaison d’un ligand TGFp 
(TGFpi, TGFP2 ou TGFP3) avec son récepteur spécifique ce qui entraînera la 
phosphorylation de protéines effectrices cytoplasmiques, les protéines Smad (Figure 
5). Afin d’être en forme active, le ligand doit être un dimère retenu par des 








gènes cibles de TGF(i
Figure 5 -  La voie de signalisation du TGFp
Le dimère actif de TGFp interagit avec le complexe de récepteurs sérine/thréonine 
kinases formé de TGFBR1 et TGFBR2. TGFBR2 active alors par phosphorylation 
TGFBR1. Le complexe de récepteurs activés peut phosphoryler les R-Smad (Smad2 et 
Smad3) qui formeront par la suite un complexe avec Smad4. Celui-ci peut alors 
transloquer au noyau et permettre la transcription de ses gènes cibles via l'interaction 
avec d'autres facteurs de transcription (FT).
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tétramérique de récepteurs sérine/thréonine kinases formé de deux récepteurs de 
type I (TGFBRI) et deux de type II (TGFBRII). Les TGFP possèdent une plus grande 
affinité pour les récepteurs de type II et ne pourront donc pas interagir avec des 
récepteurs de type I isolés. Suite à la liaison du ligand au récepteur, TGFBRII active 
TGFBRI par phosphorylation ce qui permettra ensuite la propagation du signal via les 
Smads. Tout d’abord, les R-Smads (Smad2 et Smad3) sont phosphorylés par l'activité 
kinasique de TGFBRI avant de former un complexe trimérique avec le Co-Smad, 
Smad4. Le complexe peut ensuite transloquer au noyau et permettre la transcription 
de gènes cibles souvent en coopération avec d’autres facteurs nucléaires tels que les 
protéines Runx ou les complexes Jun/Fos. La voie du TGFp peut être régulée 
négativement par plusieurs mécanismes. Entre autres, les protéines I-Smads (Smadô 
et Smad7) peuvent compétitionner avec les R-Smads en interagissant avec les 
récepteurs ou avec Smad4. Également, le pseudo-récepteur Bambi peut interagir avec 
les récepteurs du TGFp et ainsi empêcher la formation d’un complexe actif de 
récepteurs TGFp. Finalement, les E3 ubiquitine ligases Smurfl et Smurf2 peuvent 
interagir avec les R-Smads et les cibler pour dégradation au protéasome (Derynck et 
Zhang, 2003; Li et al., 2005; Mishra et al., 2005; Shi et Massague, 2003).
1.5.5 ERp et la voie du TGFp
La régulation de la voie du TGFp par l ’œstrogène via ERP dans l'épithélium 
colique avait été originellement observée lors de mes travaux de maîtrise. En 
comparant le profil d'expression génique de colonocytes isolés de souris exprimant ou 
non ERp et traitées quotidiennement ou non avec de l ’E2, nous avions identifié entre 
autres la voie du TGFp comme étant régulée par ERp. Les gènes des ligands TGFB1, 
TGFB2, TGFB3, des récepteurs TGFBRI et TGFBR2, du I-Smad Smad7 ainsi que 
d'autres ligands de la superfamille du TGFp, 1NHBB et INHBE ou d'autres protéines 
associées à la voie comme DCP1A, G REMI, HIPK2, MYST4, ACVR2B, CUTL1, DUSP22, 
E2F5, RUNX1, CCNE1 et NUP135 avaient été identifiés (Giroux et al., 2008). Lors de 
mes travaux antérieurs, la régulation de la voie du TGFp par ERP dans l'épithélium
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colique avait également été étudiée dans le modèle murin de carcinogenèse APCMin/+. 
Le traitement à long terme des souris avec un agoniste sélectif pour ERp, le DPN 
augmentait significativement l ’expression des transcrits des ligands TGFpi et TGFP3 
dans les colonocytes. Ces observations corrélaient avec une augmentation de la 
signalisation intracellulaire comme en témoigne une hausse de l'expression de la 
forme phosphorylée de Smad2 en immunobuvardage ainsi que de la présence accrue 
de phospho-Smad2 dans les noyaux des cellules épithéliales intestinales en 
immunofluorescence. Finalement, une augmentation de l’expression de l’inhibiteur du 
cycle cellulaire p27, un gène cible de la voie du TGFp, était observée par 
immunobuvardage dans les colonocytes des souris traitées au DPN comparativement 
à celles traitées avec le véhicule seul (Giroux et al., 2011). La régulation de gènes 
impliqués dans la voie du TGFP par l'œstrogène et/ou ERP a également été rapportée 
dans d’autres modèles comme dans les cellules de cancer du sein MCF7 (Chang et al., 
2006) et dans les cellules d’ostéosarcomes U20S (Hawse et al., 2008; Monroe et al., 
2003).
Le mécanisme exact de régulation de la voie du TGFP par ERp demeure 
inconnu jusqu'à présent. Premièrement, une activation transcriptionnelle directe des 
ligands du TGFp ou d'autres constituants de la voie est possible. Par exemple, bien que 
les promoteurs des TGFpi, TGFP2 et TGFP3 ne comportent pas d'éléments de réponse 
classiques à l ’œstrogène, celui de TGFP3 peut être sélectivement activé par l'agoniste 
sélectif d'ERp, le DPN (Harrington et al., 2003). En fait, les promoteurs des ligands 
TGFp comprennent des éléments de réponse AP-1 qui eux peuvent agir comme 
élément non classique de réponse à l’œstrogène (Roberts et al., 1991). Deuxièmement, 
une interaction directe entre ERP et un composant de la voie du TGFp est également 
possible, comme rapportée avec Smad3 et Smad4, bien que le résultat de ces 
interactions sur la signalisation de la voie du TGFp demeure incertain (Matsuda et al., 
2001; Refojo et al., 2003).
Puisque la voie du TGFP peut induire une réponse anti-proliférative mais 
également une réponse anti-inflammatoire, la régulation de cette dernière par ERp
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pourrait expliquer le rôle protecteur de l'œstrogène dans la carcinogenèse colorectale 
mais également dans les maladies inflammatoires intestinales.
1.5.6 ERp et l'inflammation intestinale
Un lien entre l'inflammation intestinale et les hormones sexuelles comme 
l’œstrogène est suggéré depuis plusieurs années. Les données cliniques sur les 
différences d'incidence des maladies inflammatoires intestinales (Mil) entre les 
hommes et les femmes demeurent contradictoires. Par contre, il est bien décrit que 
l’utilisation d’hormonothérapie chez les femmes post-ménopausées réduit l'activité de 
la maladie supportant un rôle protecteur pour les hormones sexuelles telles que 
l'œstrogène dans l'inflammation intestinale (Kane et Reddy, 2008).
Cette hypothèse a d’ailleurs été confirmée au cours des dernières années dans 
des modèles animaux de colite. En effet, un traitem ent œstrogénique réduit 
l’inflammation intestinale dans les modèles induits avec l'acide acétique, avec 
l’haptène DNB ainsi que celui avec le détergent DSS. Pour la plupart, les auteurs ont 
noté une diminution des signes macroscopiques et microscopiques d'inflammation 
ainsi qu'une réduction de l ’expression des cytokines inflammatoires suite à un 
traitement œstrogénique (Gunal et al., 2003; Houdeau et al., 2007; Verdu et al., 2002). 
On soupçonne que les effets anti-inflammatoires de l ’œstrogène observés dans 
l ’épithélium colique soient modulés par ERp puisqu'il est l’isoforme le plus exprimé 
comme décrit précédemment. D’autant plus, l'expression d'ARNm d'ERp est réduite 
dans les biopsies du côlon de patients atteints de Mil supportant le rôle protecteur 
d’ERp dans l’inflammation intestinale (Looijer-van Langen et al., 2011). De façon 
intéressante, dans une étude précédente, un traitement avec l ’agoniste d'ERp ERB-041 
dans le modèle de rat transgénique HLA-B27 réduisait la diarrhée ainsi que les signes 
histologiques d'inflammation dans la muqueuse colique (Harris et al., 2003). 
Récemment, l'effet de la perte d'ERp a également été étudié dans le modèle de CCR 
associé à la colite, azoxyméthane (AOM)/DSS. Une hausse de l'activité de la colite, une 
augmentation de la formation d’adénomes, une production accrue de TNFa, d’IL-6,
32
d'IL-17, d'IFNy ainsi qu’un niveau plus élevé d’activation de la voie NF-kB sont 
observés dans les souris déficientes pour ERP (Saleiro et al., 2012). Des études 
conduites dans des lignées cellulaires de CCR suggèrent également qu’ERP induit une 
réponse anti-inflammatoire tout en modifiant les fonctions de la barrière intestinale 
(Braniste et al., 2009; Edvardsson et al., 2011; Looijer-van Langen et al., 2011).
Certains mécanismes pourraient contribuer à l ’effet anti-inflammatoire de 
l'œstrogène dans l'intestin, dont la signalisation croisée entre les récepteurs à 
l’œstrogène et NF-kB. En réponse à différents signaux extracellulaires tels que les 
cytokines et chimiokines, les virus, les bactéries ou autres, le facteur de transcription 
NF-kB promeut la transcription de cytokines importantes comme TNFa, IL-ip  et IL-6 
ainsi que de chimiokines comme IL-8. L’œstrogène est connu pour inhiber la 
signalisation de NF-kB réduisant ainsi cette réponse inflammatoire. Les ERs peuvent 
interagir directement avec NF-kB pour empêcher sa liaison à l ’ADN ou faciliter son 
inhibition par son inhibiteur endogène classique, IkB (Kalaitzidis et Gilmore, 2005). 
Dans le modèle de CCR associé à la colite, le marquage nucléaire de NF-kB est 
augmenté dans les souris délétées pour ERp suggérant que la signalisation croisée 
entre ERP et NF-kB est présente dans la muqueuse colique (Saleiro et al., 2012). Un 
second mécanisme serait la réduction de la perméabilité de la barrière épithéliale 
intestinale par l’œstrogène, contribuant ainsi à la première ligne de défense physique 
de l ’organisme contre les bactéries pathogènes. En effet, l'ovariectomie augmente la 
perméabilité de l'épithélium colique chez le rat et l ’activation spécifique d'ERp la 
réduit. Ces observations corrèlent avec une hausse de l ’expression de molécules de 
jonctions comme l'occludine et JAM-A suite au traitement des cellules cancéreuses du 
côlon Caco-2 avec un agoniste d'ERp (Braniste et al., 2009). Dans le même sens, une 
activation spécifique d’ERp augmente la résistance transépithéliale dans une 
monocouche de cellules cancéreuses du côlon T84 (Looijer-van Langen et al., 2011). 
Bref, ces études suggèrent que l ’effet anti-inflammatoire de l'œstrogène dans la 
muqueuse colique est associé à une inhibition de la signalisation de NF-kB menant à 
une diminution de la production de médiateurs inflammatoires, ainsi qu'à une 
perméabilité réduite de la barrière intestinale et donc une réduction de l’exposition
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bactérienne. Également, des études précédentes du laboratoire suggèrent une 
régulation positive de la voie anti-inflammatoire TGFp par ERP dans l'épithélium 
colique ce qui pourrait aussi contribuer au rôle anti-inflammatoire d'ERp.
1.5.7 Hypothèse et objectifs
L’hypothèse générale de mon premier projet est qu’une activation spécifique 
d'ERp réduit l ’inflammation intestinale en partie via une régulation de la voie du 
TGFp.
Mes objectifs sont :
1- Déterminer l ’effet d'un traitement avec l ’agoniste sélectif d'ERp, DPN, sur 
l ’inflammation intestinale et la voie du TGFP dans le modèle murin de colite induit au 
DSS.
2- Étudier la régulation de la voie du TGFp par ERp dans des cellules épithéliales 
intestinales.
3- Déterminer l'effet d’un traitement avec l'agoniste sélectif d’ERp, DPN, sur la 
réponse inflammatoire induite dans des cellules épithéliales intestinales ainsi que la 
contribution de la voie du TGFP aux fonctions anti-inflammatoires d'ERp dans ces 
cellules.
1.6 PROJET 2 : ERRa A5 ET L’ÉPITHÉLIUM INTESTINAL
1.6.1 Les récepteurs-reliés à l'œstrogène (ERR)
Une nouvelle classe de récepteurs nucléaires comprenant les récepteurs-reliés 
à l’œstrogène (ERR) a été découverte en 1988 par l'équipe du Pr Evans. Les ADNc 
d’ERRa et ERRp ont été identifiés avec une sonde d’hybridation reconnaissant le 
domaine de liaison à l’ADN d’ERa (Giguere et al., 1988). Un troisième membre de la 
famille, ERRy a par la suite été identifié autant chez la souris que chez l'humain (Heard
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et al., 2000; Hong et al., 1999). Les ERRs sont donc étroitement reliés aux ERs, 
principalement dû à la forte homologie entre les domaines de liaison à l ’ADN des deux 
familles de récepteur. Malgré cette similarité, les ERRs ne peuvent pas interagir avec 
l'œstrogène entre autres à cause de la petite taille de leur poche de liaison au ligand 
ainsi qu'à la plus faible homologie de séquence entre le domaine de liaison au ligand 
des ERs et des ERRs (Kallen et al., 2004). D'ailleurs, aucun ligand ne leur a encore été 
associé et ils demeurent donc la première classe de récepteur nucléaire orphelin à 
avoir été découverte. Les ERRs ont plutôt une activité constitutive associable à la 
phenylalanine-329 qui mime la présence d’un ligand dans la poche de liaison. Sans la 
présence de ligand, les ERRs peuvent donc recruter leurs coactivateurs et induire la 
transcription de gène cible. D'ailleurs lorsque l ’acide aminé correspondant est modifié 
pour une phenylalanine dans ERa celui est actif transcriptionnellement sans la liaison 
avec l'œstrogène (Chen et al., 2001). L'activité des ERRs est donc plutôt régulée par 
des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation. Par exemple, une 
phosphorylation d'ERRa est observée dans les cellules de cancer du sein MCF7 après 
un traitement avec de l'EGF. Cette modification facilite sa liaison à l'ADN mais 
également son recrutement ainsi que celui de la polymérase à ARN de type II sur le 
promoteur du gène cible d'ERRa, pS2 (Barry et Giguere, 2005). L’activité des ERRs est 
également régulée par la disponibilité des coactivateurs qui pourront ensuite recruter 
la machinerie transcriptionnelle. Comme la plupart des récepteurs nucléaires, les 
ERRs peuvent interagir avec les coactivateurs de la famille p l60 SRC-1, SRC-2 et SRC- 
3 mais ont une préférence pour PGC-la et PGC-1J3 (Hentschke et al., 2002; Kallen et 
al., 2004; Xie et al., 1999). Par exemple, PGC-la augmente l’activité d'ERRa entre 
autres sur son propre promoteur (Laganiere et al., 2004). D’ailleurs, ERRa est le 
principal régulateur de son expression (Laganiere et al, 2004; Mootha et al., 2004).
Tout comme les autres récepteurs nucléaires, les ERRs possèdent une 
structure classique (voir section 1.5.1). Bref, on retrouve en extrémité amino- 
terminale, le domaine A/B comprenant une zone de transactivation AF-1, le domaine 
de liaison à l ’ADN ou domaine C comprenant 2 doigts de zinc, le domaine charnière ou 
D facilitant le repliement de la protéine ainsi que le domaine de liaison au ligand ou E
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responsable du recrutement des coactivateurs. Le domaine F en extrémité carboxy- 
terminale est hautement variable, il est d’ailleurs absent pour les isoformes ERRa et 
ERRy (Ariazi et Jordan, 2006; Hong et al, 1999; Horard et Vanacker, 2003). 
Contrairement aux ERs, les ERRs peuvent interagir avec l’ADN sous forme 
d’homodimère, d’hétérodimère ou bien de monomères. Dans un premier temps, ils 
peuvent se lier sur leur élément de réponse spécifique, les éléments de réponse au 
ERR (ERRE) qui sont un site consensus de récepteurs nucléaires allongé, TnAAGGTCA. 
Ils interagissent sur l’ADN au niveau de ces sites soit sous formes de monomères ou de 
dimères (Johnston et al., 1997; Sladek et al., 1997). Ils peuvent également lier des ERE 
sous forme de dimère soit un ER en complexe avec un ERR ou en complexe de deux 
ERRs (Ariazi et Jordan, 2006; Bardet et al., 2006; Tremblay et Giguere, 2007). 
Finalement, comme c’est le cas pour les ERs, les ERRs peüvent également interagir 
avec AP-1 et Spl au niveau de l ’ADN (Ariazi et Jordan, 2006).
1.6.2 ERRa, un régulateur du métabolisme
ERRa est la forme d’ERR la plus abondante dans une multitude de tissus, il est 
exprimé en plus grande quantité que ERRy qui lui est exprimé plus fortement que 
ERRp (Tremblay et Giguere, 2007). ERRa est exprimé fortement dans les tissus ayant 
une demande énergétique élevée comme le cœur, les reins, le muscle squelettique, le 
tissu adipeux brun et l’intestin (Sladek et al., 1997). L’étude approfondie de la souris 
déficiente pour ERRa a permis de confirmer le rôle soupçonné d'ERRa dans la 
régulation du métabolisme énergétique. Des phénotypes métaboliques furent 
observés dans plusieurs tissus comme le tissu adipeux, l'intestin, le tissu adipeux 
brun, le cœur et les macrophages. Tout d’abord, la souris ERRa /* (KO) est viable, 
fertile et excepté une diminution de masse corporelle d’environ 15%, elle ne présente 
aucun défaut anatomique majeur. Les auteurs ont noté une diminution du dépôt de 
gras inguinal, épididymal et péritonéal en association avec une diminution de la taille 
des adipocytes malgré une quantité inchangée d'adipocytes chez les souris déficientes 
pour ERRa. Également, la perte d’ERRa confère aux souris une résistance au 
développement d'une obésité induite par la diète grasse. Au niveau transcriptionnel,
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l’expression de plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique comme 
la fatty acid synthase N (FASN), la stearoyl-coenzyme A désaturase 2 (SCD2) et l'acyl- 
coenzyme A déhydrogénase (ACADM) ainsi que dans le métabolisme énergétique 
comme le cytochrome C (CYCS) et la carnitine-acétyltransférase (CRAT) est altérée 
par la délétion d'ERRa. Toutes ces observations concordent avec la réduction de 
lipogenèse observée dans le tissu adipeux des souris ERRa KO (Luo et al., 2003). 
Puisqu'aucun changement dans la prise alimentaire n’avait été observé, le phénotype 
intestinal a été étudié plus en profondeur. Les auteurs ont observé une moins bonne 
absorption des lipides chez les souriceaux ERRa KO que chez les souriceaux ERRa+/+ 
(WT), telle que documentée par une proportion plus importante de gras dans les 
selles. Ce phénotype corrèle avec une diminution d'expression de gènes associés à 
l'absorption et la digestion des lipides comme PLRP2, L-FABP, I-FABP et ApoA-IV dans 
l'iléon des souris ERRa KO. Également, l'activité de p-oxydation est réduite dans les 
entérocytes isolés de souris déficientes pour ERRa suggérant une diminution de la 
formation d’acétyl-coA à partir d'acides gras qui pourrait ensuite entrer dans le cycle 
de Krebs (Carrier et al., 2004). D’autres études phénotypiques ont également suggéré 
que les souris ERRa KO répondaient inadéquatement à des stress nécessitant une 
réponse métabolique accrue. Par exemple, lorsqu'exposées au froid, les souris ERRa 
KO ont une capacité thermogénique altérée. Elles deviennent hypothermiques et 
reviennent à une température normale plus lentement que les souris contrôles. Ces 
observations corrèlent avec une diminution de la masse mitochondriale ainsi qu’une 
expression moindre des gènes mitochondriaux associés au métabolisme énergétique 
(Villena et al., 2007). Également, lorsqu'exposé à une surcharge de pression, le coeur 
des souris déficientes pour ERRa développent des signes de défaillance cardiaque en 
association avec une réduction de la synthèse d'ATP (Huss et al., 2007). Finalement, 
Sonoda et collaborateurs ont démontré qu’ERRa est nécessaire à la réponse 
métabolique induite par IFN-y dans les macrophages. En effet, en réponse à l'IFN-y, 
l'induction de gènes mitochondriaux, de la respiration mitochondriale et de la 
production d’espèces réactives oxygénées (ROS) par la mitochondrie est altérée dans 
les macrophages isolés de souris ERRa KO. De plus, ces observations corrèlent avec 
une clairance inadéquate des bactéries intracellulaires Listeria monocytogenes. Bref,
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ERRa est nécessaire à la production de ROS par les macrophages et donc la défense de 
l'hôte (Sonoda et al., 2007).
Les études présentées ci-haut démontrent l'importance d’ERRa dans la 
réponse à différents stress engendrant une réponse à haute demande énergétique. Ces 
études et d'autres ont démontré la régulation transcriptionnelle de plusieurs gènes 
impliqués dans le métabolisme énergétique par ERRa (glycolyse, cycle de Krebs, P* 
oxydation et chaîne respiratoire,...), ERRa étant même suggéré comme un régulateur 
majeur du métabolisme énergétique (Deblois et Giguere, 2013; Eichner et Giguere, 
2011; Villena et Kralli, 2008). De plus, il est connu qu’ERRa est nécessaire à 
l ’induction de la biogenèse mitochondriale induite par PGC-la (Schreiber et al., 2004).
1.6.3 ERRa et le cancer
Le métabolisme énergétique est très important pour soutenir la prolifération 
élevée des cellules cancéreuses. D'ailleurs, la reprogrammation du statut énergétique 
est reconnue maintenant comme une caractéristique clé des cellules tumorales 
(Hanahan et Weinberg, 2011). Ce changement est souvent modulé par des voies de 
signalisation oncogéniques impliquant P13K, HIF, p53, MYC et LKB1 qui intègrent les 
signaux extracellulaires pour contrôler l'expression de gènes associés à la 
prolifération cellulaire mais également au métabolisme énergétique. En tant que 
régulateur clé du métabolisme énergétique, ERRa pourrait être une cible 
thérapeutique contre les cellules cancéreuses via leur dépendance métabolique 
(Cairns et al., 2011).
En plus de son rôle bien connu dans la régulation du métabolisme énergétique, 
des évidences suggèrent également un rôle pour ERRa dans la carcinogenèse. 
Premièrement, une expression élevée d’ERRa est observée dans des cancers reliés aux 
hormones tels que les cancers du sein, de l'ovaire et de la prostate (Fujimura et al., 
2007; Sun et al., 2005a; Suzuki et al., 2004). Récemment, le rôle d'ERRa a également 
été étudié dans différents processus biologiques associés au cancer. Par exemple, des
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études ont démontré une régulation positive de la prolifération cellulaire par ERRa 
dans plusieurs types de cellules cancéreuses (Bianco et al., 2009; Mirebeau-Prunier et 
al., 2010; Stein et al., 2008; Wang et al., 2010). ERRa est aussi impliqué dans des 
étapes plus tardives de la carcinogenèse comme l'angiogenèse et la réponse à 
l’hypoxie, processus clés de la croissance des tumeurs solides (Ao et al., 2008; Arany 
et al., 2008). Notamment, VEGF est un gène cible direct d’ERRa dans les cellules 
cancéreuses mammaires (Stein et al., 2008).
Un lien entre ERRa et les cancers non reliés aux hormones comme le cancer 
colorectal a été soulevé par une étude témoignant de l'expression plus élevée du 
transcrit d'ERRa dans les tumeurs colorectales que dans les marges de résection, en 
corrélation également avec le grade de la tumeur (Cavallini et al., 2005). Ces 
observations ont d'ailleurs été confirmées en immunohistochimie par notre équipe 
(Boudjadi et al., 2013). Également, des travaux de notre laboratoire ont démontré 
qu’ERRa contrôle la croissance et le métabolisme énergétique des cellules 
cancéreuses colorectales. En effet, nous avons observé que la délétion d’ERRa par 
ARN interférence diminue la croissance des cellules cancéreuses colorectales en Pétri, 
lors d’essai de croissance en indépendance d’ancrage ainsi que lorsqu'inoculées dans 
des souris immunodéficientes. Cet arrêt de prolifération est associé à un blocage du 
cycle cellulaire en G 1/S ainsi qu’une dérégulation d’expression de plusieurs protéines 
nécessaires à une adéquate division cellulaire. Également, la perte d’ERRa entraîne 
une diminution d'expression d’une panoplie de gènes impliqués dans la glycolyse, le 
cycle de Krebs, la phosphorylation oxydative ainsi que la synthèse des lipides. On 
observe également une diminution de la consommation de glucose ainsi que de la 
synthèse de lipide de novo (Bernatchez et al., 2013). Finalement, des études animales 
conduites dans le laboratoire ont démontré que dans un modèle animal du CCR, la 
délétion classique d'ERRa diminue la multiplicité tumorale en association avec une 
diminution de la prolifération cellulaire et une hausse de l'apoptose (données non 
publiées). Bref, ERRa régule le métabolisme énergétique mais également la 
carcinogenèse et ces deux fonctions pourraient bien être inter-reliées.
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1.6.4 Le variant d'épissage ERRa A5
Un variant d'épissage pour ERRa a été découvert en 2003 par Xu et Lee. Cette 
étude rapporte 316 gènes pour lesquels des variants d'épissage sont 
différentiellement exprimés entre le tissu sain et le tissu tumoral. Les auteurs ont 
observé que deux variants d’épissage pour ERRa étaient détectés dans le tissu sain 
alors qu'un seul était présent dans le tissu tumoral et que ce dernier correspondait à 
la forme connue jusqu’à présent. Donc, on retrouverait dans le tissu normal une forme 
supplémentaire pour ERRa qui n'avait pas encore été décrite et qui serait perdue lors 
de la carcinogenèse (Xu et Lee, 2003). L’exon 5 serait absent de cette nouvelle forme 
(ERRa A5) ce qui entraînerait une délétion respectant le cadre de lecture de 57 acides 
aminés (Figure 6A). Cette portion correspondant au site de liaison des coactivateurs 
serait donc excisée mais pas le domaine de dimérisation qui serait conservé. De plus, 
la phénylalanine-329 cruciale à l'activité constitutive d'ERRa est délétée suggérant 
donc que ce variant agirait comme dominant négatif comme c’est le cas pour le mutant 
d'ERRa où cet acide aminé est substitué par une alanine (Figure 6B) (Chen et al., 
2001). Une meilleure description de l'expression et des rôles de ce variant d’épissage 
est nécessaire afin de mieux comprendre le rôle d’ERRa dans le cancer colorectal. Une 
stratégie visant la surexpression de ce variant pourrait également être utilisée dans 
un but thérapeutique pour contrôler l’action d'ERRa dans les cellules cancéreuses.
1.6.5 Hypothèse et Objectifs
L’hypothèse générale de mon second projet est que le variant d'épissage 
d'ERRa A5 est présent dans le tissu sain mais absent du tissu tumoral et qu’il agit 
comme dominant négatif de la forme complète et active d'ERRa.
Mes objectifs sont :
1- Étudier l'effet d'ERRa A5 sur l'activité d'ERRa.
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2- Déterminer l ’expression d’ERRa A5 dans des lignées cellulaires colorectales ainsi 
que dans des tissus normaux et cancéreux colorectaux humains.
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Figure 6 -  ERRa et son variant d'épissage ERRa A5
(A) L’exon 5 est délété dans le variant d'épissage ERRa A5 comparativement à la 
forme déjà connue, ERRa, entraînant une excision de 57 acides aminés. Le site de 
liaison au coactivateur mais non le domaine de dimérisation est perdu suite à cet 
épissage alternatif. ERRa A5 agirait comme un dominant négatif sur l'activité 
transcriptionnelle d'ERRa. (B) Selon les résultats de Xu et Lee, les deux formes 
d'ERRa seraient présentes dans le tissu normal et l’activité transcriptionnelle d'ERRa 
pourrait donc être empêchée par ERRa A5. Dans le tissu tumoral, ERRa A5 serait 
absent laissant libre cours à ERRa dans ses fonctions.
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2. MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1 PROCÉDURES ANIMALES
Des souris C57BL/J6 de type sauvage (WT) et hétérozygotes pour ERp (ERp+/-) 
ont été utilisées. Les souris WT d’origine proviennent de Jackson Laboratory (Bar 
Harbor, ME) et des croisements entre ces souris ont permis l'établissement d’une 
colonie. Les souris hétérozygotes ERp+/- ont été obtenues de Pr Pierre Chambon 
(Collège de France, lllkirch-Cedex, France). Les souris ERp+/+ (WT) et ERP-/- (KO) ont 
été générées par croisement des souris ERp+/\  Les animaux ont accès à l'eau et à la 
nourriture ad libitum. Toutes les expériences sont conduites sous les 
recommandations du conseil canadien de protection des animaux ainsi que du comité 
éthique pour l'expérimentation animale de l'Université de Sherbrooke.
2.2 GÉNOTYPAGE DES ANIMAUX
Les souris ERp WT et KO sont génotypées par PCR avec l ’ADN génomique 
extrait d'un bout de queue des animaux. Un fragment de 4-5mm est coupé de la queue 
lors du sevrage, c'est-à-dire 21 jours après la naissance. Celui-ci est ensuite digéré 
toute la nuit à 55°C dans un volume de 300pl d’une solution de protéinase K 
(16.6pl/ml) (Roche Applied Science, Indianapolis, 1N) dans un tampon NID (50mM 
KC1, lOmM Tris-HCl pH 8.3, 2mM MgCh, O.lmg/ml gélatine, 0.45% NP-40, 0.45% 
Tween-20) pour libérer l'ADN génomique. L’échantillon est ensuite incubé dans l’eau 
bouillante pendant 10 minutes. Ensuite, le génotypage pour ERp est réalisé sur cet 
ADN génomique par PCR à l’aide des amorces spécifiques suivante : PI 
AGCTCCCTGTGATCTGATAT, P2 AAGTGTAAGCCAGCCCAAGG et P3 
AAGCGCATGCTCCAGACTGC. Chaque réaction de PCR comprend 5 pi de tampon 
d'amplification, lp l du mélange d'amorces, lp l de dNTPs lOmM, lp l de TAQ DNA 
polymérase (New England Biolabs, Ipswich, MA), 3pl de l’extrait d’ADN génomique 
dans un volume final de 50pl. Les réactions de PCR sont réalisées avec une 
température d’appariement de 59°C et 35 cycles d’amplification. Les amplicons
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obtenus sont de 380pb et 240pb pour les allèles WT et KO respectivement et sont 
visualisés sur gel d'agarose 1.5% supplémenté de bromure d'éthidium.
2.3 PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL : COLITE CHIMIQUE
La colite chimique est induite à l’aide du détergent dextran sodium sulfate (DSS 
MW 36 000-50 000, MP Biomedicals, Santa Ana, CA) dilué dans l'eau de boisson des 
animaux. Pour ce faire, des souris âgées d'au moins 6 semaines reçoivent une solution 
de DSS 4% pour une durée de 7 jours. Les signes cliniques de colite sont ensuite 
évalués à chaque jour du traitement au DSS ainsi qu’au jour du sacrifice (voir section 
2.4). Pour l'expérimentation comparant des animaux ERP+/+ (WT) et ERp /- (KO), le 
protocole mentionné ci-haut était utilisé. De plus, dans le cas de l ’administration au 
souris WT d’un agoniste sélectif d’ERp, le diarylpropionitrile (DPN, Tocris Biosciences, 
Minneapolis, MN), des souris traitées au DPN ont été comparées à des souris traitées 
avec le véhicule seulement (éthanol 10% : huile de canola). Le DPN (2mg/kg) ainsi 
que le véhicule seul ont été administrés quotidiennement par injection sous-cutanée 
dès 2 jours avant l ’induction de la colite avec le DSS ainsi que pour toute la durée de 
l'administration du DSS.
Au sacrifice, les animaux sont euthanasiés par dislocation cervicale sous 
anesthésie (injection intra-péritonéale d’un mélange de kétamine (87mg/ml)-xylazine 
(13mg/ml) (Rogar STB, Pointe Claire-Dorval, QC, Canada)) à une dose de lp l par g 
d’animal. Le côlon est ensuite prélevé et mesuré. La longueur du côlon inflammé a été 
comparée à celle du côlon prélevé chez des animaux sains. Le côlon a ensuite été 
ouvert et nettoyé dans une solution de PBS froide. Le côlon est alors coupé en deux 
sections de façon longitudinale. Une section du côlon distal est ensuite fixée pour de 
futures études histologiques (voir sections 2.5 et 2.6). L’autre section sera utilisée 
pour les extractions de protéines (voir section 2.13) et/ou d'ARN (voir section 2.11).
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2.4 ÉVALUATION DES SIGNES CLINIQUES DE COLITE
Les signes cliniques de colite ont été évalués à chaque jour de 
l'expérimentation ainsi qu’au sacrifice par le même expérimentateur. Quatre critères 
sont évalués et une note de 0 à 4 leur est attribuée. L’index d'activité de la maladie 
(DAI, Disease Activity Index) représente la moyenne de ces 4 critères.
Tableau 1 -  Évaluation des signes cliniques de colite
Perte de 
poids
0 = Pas de perte de poids ou gain de poids
1 = Perte de 1-5 %
2 = Perte de 6-10 %
3 = Perte de 11-20 %
4 = Perte de 21 % ou plus
Consistance 
des selles
0 = selles solides
2 = selles molles et adhérentes à l’anus 
4 = diarrhée sévère et souvent côlon vide au sacrifice
Sang dans 
les selles
0 = aucune trace de sang 
2 = selles légèrement colorées 
4 = selles fortement colorées
Saignement
rectal
0 = aucun saignement 
2 = saignement modéré 
4 = saignement évident
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2.5 FIXATION DES TISSUS
Suite au prélèvement dans la souris, les tissus sont placés dans des histo- 
cassettes et incubés toute la nuit à 4°C dans une solution de paraformaldéhyde 4%. 
Les histo-cassettes sont alors rincées 2 fois dans une solution d’éthanol 70% et sont 
ensuite conservées dans cette solution à 4°C jusqu’au moment où elles seront 
circulées dans la paraffine à la plateforme de phénotypage animal de l'Équipe IRSC sur 
l’épithélium digestif au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. Les tissus sont 
par la suite inclus dans des blocs de paraffine qui seront utilisés pour faire des coupes 
histologiques de 5pm à l'aide d'un microtome Spencer 820 (American Optical 
Company).
2.6 ÉVALUATION DES SIGNES HISTOLOGIQUES DE LA COLITE
Les coupes histologiques provenant du côlon distal ont été utilisées pour une 
coloration hématoxyline-éosine (H&E). Pour ce faire, les lames sont réhydratées en 
les submergeant dans du xylène et ensuite dans des solutions d'éthanol de 
concentration décroissante avant de les rincer à l'eau. Les lames sont ensuite colorées 
dans une solution d’hématoxyline Harris pendant lmin30sec, plongées dans une 
solution d’éthanol acide (1% HC1 dans de l'éthanol 70%) et une de carbonate de 
lithium 1% en étant rincées à l’eau entre chaque étape. Suite à une sommaire 
décoloration dans de l’éthanol 50 et 70%, les lames sont colorées dans une solution 
d’éosine. Finalement, les lames sont déshydratées dans un gradient croissant 
d’éthanol et dans du xylène avant d’être montées. Par la suite, les lames sont 
regardées au microscope et les signes histologiques d’inflammation intestinale sont 
évalués à l'aveugle par le même expérimentateur. Quatre critères sont évalués et une 
note de 0 à 4 leur est attribuée. Le score histologique correspond â la somme de ces 4 
critères.
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Tableau 2 -  Évaluation des signes histologiques de colite
Sévérité de 
l'inflammation
0 = aucune inflammation
1 = inflammation légère
2 = inflammation modérée
3 = inflammation sévère
Étendue de 
l'inflammation
0 = aucune inflammation 
1= inflammation restreinte à la muqueuse
2 = inflammation à la muqueuse et la sous-muqueuse
3 = inflammation transmurale 
L’atteinte la plus sévère est notée.
Dommage aux 
cryptes
0 = aucun dommage
1 = dommage jusqu’au 1/3 de la base de la crypte
2 = dommage jusqu'au 2/3 de la base de la crypte
3 = persistance de l’épithélium de surface seulement
4 = aucun épithélium résiduel 




1 = 1-25 %
2 = 26-50 %
3 = 51-75 %
4 = 76-100 %
Longueur du côlon atteint même si inflammation peu sévère
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2.7 LIGNÉES CELLULAIRES UTILISÉES
Toutes les lignées cellulaires sont cultivées dans un milieu Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM, Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté de sérum fœtal de 
bovin à la concentration nécessaire (FBS), lOOU/ml pénicilline-lOOpg/ml 
Streptomycine, 2mM L-Glutamine, lOmM HEPES sauf avis contraire. Pour les lignées 
cellulaire cancéreuses utilisées, les principales mutations seront mentionnées ainsi 
que répertoriées dans le tableau 3 (Brink et al., 2003; Ilyas et al., 1997; Liu et Bodmer, 
2006; Rowan et al., 2000; Seth et al., 2009).
2.7.1 La lignée cellulaire HEK293T
Les cellules HEK293T (ATCC, Manassas, VA) sont des cellules adhérentes de 
morphologie épithéliale d’origine rénale et elles expriment l'antigène SV40 T. Elles 
sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS. Elles sont utilisées pour la production 
virale (voir section 2.10).
2.7.2 La lignée cellulaire LS1034
Les cellules LS1034 (ATCC) sont des cellules adhérentes de morphologie 
épithéliale isolées d’un carcinome colorectal. Elles présentent entre autres des 
mutations dans les gènes APC et TP53. Elles ont la particularité de répondre à la 
signalisation du TGFp. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
2.7.3 La lignée cellulaire HCT116
Les cellules HCT116 (ATCC) sont des cellules adhérentes de morphologie 
épithéliale isolées d'un carcinome colorectal. Elles présentent entre autres des 
mutations pour p-caténine, K-Ras et TGFBRI1 ainsi qu’une instabilité des 
microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
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2.7.4 La lignée cellulaire DLD1
Les cellules DLD1 (ATCC) sont des cellules adhérentes de morphologie 
épithéliale isolées d'un adénocarcinome colorectal. Elles présentent entre autres des 
mutations dans les gènes APC, TP53, K-RAS et TGFBRII ainsi qu'une instabilité des 
microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
2.7.5 La lignée cellulaire HT29
Les cellules HT29 (ATCC) sont des cellules adhérentes de morphologie 
épithéliale isolées d'un adénocarcinome colorectal. Elles présentent entre autres des 
mutations dans les gènes APC, B-RAF, SMAD4 et TP53 mais pas d'instabilité des 
microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
2.7.6 La lignée cellulaire Caco2/15
Les cellules Caco2/15 sont des cellules adhérentes de morphologie épithéliale 
isolées d'un adénocarcinome colorectal. Ce clone des cellules Caco2 a été isolé en 
1991 (Beaulieu et Quaroni, 1991). Tout comme les cellules d’origine, elles ont la 
caractéristique de se différencier à l ’atteinte de la confluence. Elles présentent entre 
autres des mutations pour APC, TPS 3, p-caténine, B-RAF mais pas d'instabilité des 
microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
2.7.7 Les lignées cellulaires SW480 et SW620
Les cellules SW480 et SW620 (ATCC) sont des cellules adhérentes de 
morphologie épithéliale provenant du même patient Les cellules SW480 sont isolées 
d'un adénocarcinome colorectal et les SW620 sont isolées d'une métastase aux 
ganglions lymphatiques dérivée de la tumeur primaire. Elles présentent entre autres
49
des mutations dans les gènes APC, TP53, K-RAS et SMAD4 mais pas d’instabilité des 
microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
2.7.8 La lignée cellulaire LoVo
Les cellules LoVo (ATCC) sont des cellules adhérentes de morphologie 
épithéliale isolées d’une métastase dans la région supraclaviculaire gauche dérivée 
d’un adénocarcinome colorectal. Elles présentent entre autres des mutations dans les 
gènes APC, K-RAS, MSH2 et TGFBRII ainsi qu'une instabilité des microsatellites. Elles 
sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
2.7.9 La lignée cellulaire T84
Les cellules T84 (ATCC) sont des cellules adhérentes de morphologie 
épithéliale isolées d’une métastase pulmonaire dérivée d’un carcinome colorectal. 
Elles présentent entre autres des mutations dans les gènes APC, K-RAS et TP53 mais 
pas d’instabilité des microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-5% 
FBS.
2.7.10 La lignée cellulaire COLO205
Les cellules COLO205 (ATCC) sont des cellules mixtes (adhérentes et en 
suspension) de morphologie épithéliale isolées d'une métastase péritonéale créant de 
l'ascite associée à un adénocarcinome colorectal. Elles présentent entre autres des 
mutations dans les gènes APC, TP53, B-RAF et SMAD4 mais pas d'instabilité des 
microsatellites. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-10% FBS.
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Tableau 3 -  Statut des mutations dans des lignées cellulaires cancéreuses du
côlon













WT MUT WT TGFBRIIMUT MSI
DLD1 MUT MUT MUT WT TGFBRIIMUT MSI
HT29 MUT MUT WT MUT SMAD4 MUT MSS
Caco2/15
MUT et p- 
caténine 
MUT
MUT WT MUT Aucune MSS
SW480/SW62
0 MUT MUT MUT WT SMAD4 MUT MSS
LoVo MUT WT MUT WT TGFBRIIMUT MSI
T84 MUT MUT MUT WT Aucune MSS
COLO205
MUT et p- 
catenine 
MUT
WT WT MUT SMAD4 MUT MSS
LS1034 MUT MUT MUT WT Aucune MSS
2.7.11 La lignée cellulaire HIEC
Les cellules HIEC sont des cellules normales non immortalisées d'épithélium 
intestinal humain. Elles ont été isolées à partir d'iléon fœtal humain âgé de 18 
semaines (Perreault et Beaulieu, 1996). Elles représentent bien des cellules de la 
crypte intestinale c’est-à-dire des cellules prolifératives et indifférenciées. Elles sont 
cultivées dans un milieu OPTI-MEM-5% FBS-0.2 U l/m l d'insuline.
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2.7.12 La lignée cellulaire IEC6
Les cellules IEC6 (ATCC) sont des cellules épithéliales non transformées 
d'intestin grêle de ra t Elles sont cultivées dans du milieu DMEM-5% FBS.
2.8 TRAITEMENT DE CULTURE CELLULAIRE
2.8.1 Activation d'ERp dans les cellules LS1034
Tout d’abord, les cellules LS1034 sont transfectées avec un plasmide encodant 
pour ERp (pLenti adapteur-ERP) et placées dans un milieu supplémenté avec du FBS 
traité au charbon pour s’assurer d'un milieu sans œstrogène. Deux jours post- 
transfection, les cellules sont traitées avec différentes doses (10‘8-10s M) d'agoniste 
sélectif pour ERP, diarylpropionitrile (DPN) ou le véhicule seul (DMSO) comme 
contrôle.
2.8.2 Induction d'une réponse inflammatoire dans les cellules LS1034
Tout d'abord, les cellules LS1034 sont transfectées avec un plasmide encodant 
pour ERp (pLenti adapteur-ERp) et placées dans un milieu supplémenté avec du FBS 
traité au charbon. Deux jours post-transfection, une réponse inflammatoire est induite 
dans les cellules avec du E. coli 0111:B4 lipopolysaccharides (LPS 5 pg/ml, Sigma- 
Aldrich, Oakville, Canada). Deux heures avant l'ajout de LPS, les cellules sont pré­
traitées avec le véhicule seul (DMSO), du DPN 10 6 M combiné ou non avec un 
inhibiteur sélectif pour le TGFBRI, soit le LY364947 (5pM, Tocris Biosciences).
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2.8.3 Inhibition du protéasome ou de la synthèse protéique dans des cellules 
cancéreuses du côlon
Afin d'inhiber le protéasome, les cellules cancéreuses du côlon sont traitées 
avec du MG132 lpM  (EMD Millipore, Billerica, MA) ou le véhicule seul (DMSO) 
pendant le temps désiré. Pour inhiber la synthèse protéique, les cellules sont plutôt 
traitées avec de la cycloheximide (CHX) lOOpg/ml (EMD Millipore) ou le véhicule seul 
(éthanol) pendant le temps désiré.
2.8.4 Synchronisation du cycle cellulaire dans les cellules HCT116
Afin d’être synchronisées, les cellules HCT116 sont privées en sérum pendant 
48h. Pour ce faire, les cellules sont lavées deux fois dans du PBS et deux fois dans du 
milieu DMEM sans sérum. Les cellules sont ensuite cultivées dans du milieu sans 
sérum pendant 48h avant d'être restimulées avec du DMEM-10%FBS pour permettre 
l'entrée dans le cycle cellulaire.
2.9 TRANSFECTION CELLULAIRE DE LIGNÉES CANCÉREUSES COLORECTALES
Dans un premier temps, les cellules sont ensemencées la veille à une 
confluence de 50-70%. Pour la transfection, la quantité désirée d’ADN d'intérêt est 
tout d'abord diluée et mélangée dans un volume d'OPTI-MEM de 1ml pour les pétris 
de 100mm, de lOOpl par puits pour une plaque de 12 puits et de 200pl par puits pour 
une plaque de 6 puits. L'agent de transfection X-tremeGENE HP DNA Reagent (Roche 
Applied Sciences) est alors ajouté directement dans le mélange d’ADN avec un ratio 
2:1. Le mélange est ensuite incubé pour 30 minutes avant d'être ajouté gouttes à 
gouttes directement dans le milieu des cellules.
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2.10 PRODUCTION ET INFECTION LENTIVIRALE
Dans un premier temps, les cellules HEK 293T sont préparées la veille à une 
confluence d'environ 60-70%. Elles sont ensuite transfectées par lipofection pour 
introduire les plasmides nécessaires à la production virale. Pour la transfection, 60pi 
de lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Canada) sont ajoutés à 340pl d'OPTI- 
MEM et incubés pendant 5 minutes. Pendant ce temps, l'ADN du système d’expression 
lentivirale (pLPl, pLP2, VSVG) d'Invitrogen ainsi que l ’ADN du vecteur d'intérêt sont 
mélangés à 400pL d'OPTI-MEM (lOpg d’ADN/chacun). Les préparations de 
lipofectamine 2000 et d’ADN sont ensuite mélangées et incubées 30 min. Elles sont 
ensuite complétées à un volume final de 6ml avec de l'OPTI-MEM et déposées dans les 
puits pour une durée de 3 à 4 heures avant que le mélange soit remplacé pour 7ml de 
milieu DMEM-10% FBS. Le milieu est récupéré 48h post-transfection et filtré  à l ’aide 
d’un filtre  0.45pm pour nettoyer la suspension virale de tout débris.
Pour l'infection lentivirale, les cellules sont préparées à une confluence de 50- 
70% la veille. Elles sont ensuite incubées avec lm L de virus supplémenté avec du 
polybrène (8pg/ml) pour lh . Ensuite, 9ml de milieu avec sérum supplémenté avec le 
polybrène sont ajoutés et les cellules sont incubées 2 jours avant le changement de 
milieu. Une journée plus tard, la sélection à la blasticidine (5pg/m l) est commencée.
2.11 EXTRACTION D’ARN ET TRANSCRIPTION INVERSE
Les extractions d'ARN ont été effectuées à l'aide de la trousse Totally RNA 
d'Ambion (Invitrogen) selon les recommandations du manufacturier. Brièvement, les 
cellules sont resuspendues ou les tissus sont homogénisés dans une solution de 
dénaturation avant d'y ajouter du phénolxhloroforme. Après incubation sur glace et 
centrifugation, la phase aqueuse est prélevée et mélangée à un dixième de volume 
d'acétate de sodium. Après l’ajout d'un volume de phénolxhloroforme acide, 
l'échantillon est à nouveau incubé sur glace et centrifugé. La phase aqueuse est 
prélevée et mélangée à un volume d'isopropanol avant d'être incubée à -80°C pour un 
minimum de 30 minutes. L’ARN maintenant précipité est alors culotté par
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centrifugation avant d’être lavé avec de l ’éthanol 70% et recentrifugé. Après un 
séchage adéquat, l ’ARN est resuspendu dans un volume approprié d’eau traité au 
DEPC. L’ARN est dosé par spectrophotométrie à l ’aide d'un NanoDrop 
(ThermoScientific, Wilmongton, DE).
Pour la réaction de transcription inverse, 2ug d'ARN sont mélangés à lp l de 
dNTP lOmM, lp l d'oligos dT 500pg/ml dans un volume final d'eau sans RNase de 
12pl. Le mélange est incubé 5 minutes à 65°C et 5 minutes sur glace. Ensuite, 4pl de 
tampon de réaction, 2pl de DTT 0.1M et lp l de RNase OUT (Invitrogen) sont ajoutés et 
l’échantillon est alors incubé pour 2 minutes à 42°C. La transcriptase inverse AMV 
(Roche Applied Science) est ajoutée à raison de 0.75pl/échantillon. Le mélange est 
incubé à 42°C pour 50 minutes et ensuite à 70°C pour 15 minutes avant d’être refroidi 
sur glace.
2.12 PCR QUANTITATIF (Q-PCR)
Les réactions de PCR quantitatif ont été conduites dans des capillaires 
LightCycler® (Roche Diagnostics) à l'aide d’un appareil LightCycler® 2.0 RT-PCR. Les 
réactions d’amplification ont été réalisées avec la trousse Quanti-Tect® SYBR Green 
PCR (QIAGEN, Mississauga, Canada) en duplicata. Brièvement, 2pl d'ADNc dilué 1:10 
sont mélangés à 10pi d'eau, 6pl de SYBR Green Master Mix et lp l de chaque amorce 
O.lmg/ml. Chaque expression d'un gène d'intérêt a été comparée à celle d'un gène de 
référence telle que p-2-microglobuline ou TBP.
2.13 LYSE PROTÉIQUE
Les cellules sont d'abord rincées au PBS et ensuite récupérées dans du PBS à 
l'aide d’un grattoir. Le culot cellulaire est alors resuspendu dans un volume approprié 
de tampon de lyse Triton (50mM Tris-HCl pH 7.5, 1% Triton, lOOmM NaCl, 5mM 
EDTA pH 8.0, 40mM p-glycérophosphate, 50mM NaF, 200pM orthovanadate de 
sodium, 5% de glycérol) supplémenté avec des inhibiteurs de protéases (PMSF ImM,
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aprotinine 0.5pg/ml, leupeptine 0.5pg/ml, pepstatine 0.7pg/ml). L’échantillon est 
ensuite incubé sous agitation à 4°C pendant 15 minutes avant d'être centrifugé à 
13000 rpm 10 min à 4°C. Le surnageant contenant les protéines est alors récupéré et 
un dosage Bradford est effectué pour quantifier le nombre de protéines.
2.14 ENRICHISSEMENT DES PROTÉINES NUCLÉAIRES
Après un lavage des cellules dans du PBS, celles-ci sont recueillies dans du PBS 
à l ’aide d’un grattoir. Les cellules sont par la suite culottées par centrifugation à 4°C. 
Le culot est resuspendu dans un volume approprié de tampon de lyse (10mM HEPES, 
ImM EDTA, 60mM KC1,5% NP40, ImM DTT, ImM PMSF). L'échantillon est incubé sur 
glace 5 min avant d'être centrifugé 20 sec à 13000rpm. Le surnageant contenant les 
protéines cytoplasmiques est récupéré. Le culot est pour sa part resuspendu dans un 
volume approprié de tampon de resuspension nucléaire (250mM Tris, 60mM KC1, 
ImM DTT, ImM PMSF). L'échantillon subit à 3 reprises le cycle suivant : 2 min dans 
l ’azote liquide, 2 min à 37°C et vortexé pour 5 sec. Les débris sont culottés par 
centrifugation à 13000rpm 10 min à 4°C et le surnageant contenant un enrichissemnt 
des protéines nucléaires est ensuite récupéré. Les protéines sont dosées par la 
méthode Bradford.
2.15 IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN
Les protéines (en général, 50pg) sont diluées dans une solution de Laemmli 2X 
(125mM Tris-HCl pH 6.8,4.6% SDS, 20% glycérol, 0.01% bleu de bromophénol, 5% P* 
mercaptoéthanol) et chauffées à 95°C pour 5 minutes. Elles sont ensuite séparées sur 
gel SDS-Page à lOmA/gel pour environ 16h à 4°C en utilisant un appareil 
d'électrophorèse SE400 (GE Healthcare, Baie D'Urfé, Canada). Les protéines sont 
ensuite transférées sur membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF) à 220mA durant 
6h à 4°C à l’aide de l’appareil de transfert TE62 (GE Healthcare). La qualité du 
transfert est vérifiée par coloration au rouge de Ponceau. Suite à la décoloration au
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méthanol et à l ’eau, la membrane est bloquée pendant lh  sous légère agitation dans 
une solution de 10% de la it en poudre diluée dans du TBS/0.1% Tween (TBS/T) à 
l’exception des membranes hybridées avec anticorps phospho-Smad 2 qui seront 
bloquées dans une solution de 3% BSA-TBS/T. Suite au blocage, la membrane est 
hybridée toute la nuit avec l'anticorps primaire dilué dans la solution de blocage sous 
agitation à 4°C. La membrane est alors lavée trois fois sous agitation avec du TBS/T 
avant d’être incubée lh  sous agitation dans la préparation d’anticorps secondaire 
diluée dans la solution de blocage. La membrane est à nouveau lavée trois fois sous 
agitation avec du TBS/T avant d’être révélée à l'aide de la trousse de détection 
Western Lightning Plus ECL (Perkin Elmer, Waltham, MA). Les membranes sont alors 
exposées sur des films à chemiluminescence (GE Healthcare).
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Tableau 4 -  Liste des anticorps utilisés pour les immunobuvardages
Protéine
reconnue Anticorps Dilution Compagnie
phospho-Smad2 3101 1:2000 Cell Signaling Technology
ERp sc-8974 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
p l5 sc-612 1:500 Santa Cruz Biotechnology
p l4 sc-8340 1:500 Santa Cruz Biotechnology
Rb 554136 1:1000 BD Biosciences
c-Myc sc-764 1:500 Santa Cruz Biotechnology
(A
£
Cycline D1 sc-20044 1:500 Santa Cruz Biotechnology
RI




ERRa NLS5402 1:1000 Novus Biologicals
p27 sc-528 1:500 Santa Cruz Biotechnology
G
< Caspase 3 clivée #9664 1:500 Cell Signaling Technology
Actine MAB1501R 1:10000 Chemicon International
Caspase 7 clivée 9491 1:500 Cell Signaling Technology
BCL2 2872 1:500 Cell Signaling Technology
BAX 2772 1:1000 Cell Signaling Technology
MCL1 4572 1:1000 Cell Signaling Technology





(couplé à HRP] NA931 1:5000 GE Healthcare
O -a 
V  c■s o
IgG lapin (couplé 
àHRPl NA934 1:5000 GE Healthcare
5  u 
w
IgG chèvre 
(couplé à HRP] sc-2352 1:5000 Santa Cruz biotechnology
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2.16 IMMUNOPRÉCIPITATION
Les immunoprécipitations ont été réalisées à partir de cellules HCT116, HT29 
et Lovo transfectées avec un plasmide permettant la surexpression de ERRa (pCMX- 
ERRa) et un plasmide permettant la surexpression de ERRa A5 avec une étiquette 
FLAG (pLenti-ERRa A5-FLAG). Les transfections étaient réalisées avec 7.5 pg de 
chaque plasmide dans des pétris de 100mm selon le protocole décrit à la section 2.9. 
Dans un premier temps, les billes Protéine A Sépharose CL-4B (GE Healthcare) sont 
prégonflées à une concentration de O.lg/m l sous agitation pendant lh  à 4°C dans du 
tampon de lyse Triton (50mM Tris-HCl pH 7.5, 1% Triton, lOOmM NaCl, 5mM EDTA 
pH 8.0,40mM P-glycérophosphate, 50mM NaF, 200pM orthovanadate de sodium, 5% 
de glycérol) supplémenté avec des inhibiteurs de protéases (PMSF ImM, aprotinine 
0.5pg/ml, leupeptine 0.5pg/ml, pepstatine 0.7pg/ml). Pendant ce temps, les cellules 
culottées sont resuspendues dans du tampon de lyse Triton et agitées à 4°C pendant 
15 minutes. Les débris cellulaires sont culottés par centrifugation et les protéines en 
suspension dans le surnageant sont récupérées et dosées par méthode Bradford. Par 
la suite, 500ug de protéines sont diluées dans un volume final de 800pl de tampon de 
lyse Triton et 50pl de billes y sont ajoutées. Le mélange est alors agité lh  à 4°C avant 
de récupérer les protéines suite à une centrifugation à 5000rpm à 4°C. Le surnageant 
est alors récupéré et incubé avec 3pi d’un anticorps dirigé contre l'étiquette Flag M5 
(Sigma-Aldrich) ou la quantité identique d'IgG de souris comme contrôle (M illipore) 
sous agitation à 4°C pour 2 heures. Ensuite, 50pg de billes pré-gonflées sont ajoutées 
et l’échantillon est agité à 4°C pour lh . Les billes sont alors récupérées par 
centrifugation et lavées 3 fois avec du tampon de lyse Triton. Les protéines sont alors 
dissociées des billes par ajout de 60pl de Laemmli 2X et chauffées à 95°C pour 5 min.
2.17 ESSAI LUCIFÉRASE
Les cellules sont ensemencées la veille dans des plaques de 6 puits avant d'être 
transfectées avec les plasmides nécessaires. Deux jours post-transfection, les essais 
luciférases sont réalisés à l ’aide de la trousse Dual-Luciferase® Reporter Assay
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(Madison, WI) selon les recommandations du manufacturier. Brièvement, les cellules 
sont lysées dans 250pl de tampon de lyse. Les comptes de luminescence pour la 
luciférase sont mesurés suite à l'ajout de 50pl de LAR H. Par la suite, les comptes de 
luminescence pour la rénilla sont mesurés suite à l ’ajout de 50pl de Stop & Glo. Des 
lectures de 10 sec ont été effectuées.
2.18 COURBE DE CROISSANCE
Les cellules HCT116 infectées avec pLenti-ERRa A5 ou le vecteur vide, pLenti- 
Adapteur sont ensemencées à une densité de 50 000 cellules/puits dans une plaque 
de 6 puits. Par la suite, les cellules sont récupérées 1, 2 et 4 jours post­
ensemencement à l'aide d’une solution de trypsine/EDTA et dénombrées à l’aide d’un 
hémacymètre.
2.19 ESSAI MTT
Les cellules sont ensemencées la veille à une densité de 30 000 cellules/puits 
dans des plaques 12 puits en triplicata. À chaque jour où l ’essai est réalisé, le milieu 
est changé lh  avant le début de l'expérimentation. Pendant ce temps, on prépare une 
solution filtrée de MTT (Calbiochem, 5mg/ml dans du PBS et celle-ci sera diluée 1:10 
dans du milieu avec sérum). Au temps venu, lm L de la solution de MTT diluée est 
ajouté à chaque puits et les cellules sont incubées pour 2h. Elles sont par la suite 
rincées au PBS et perméabilisées avec 200pl d'une solution de HC10.04M-isopropanol 
pour libérer le MTT métabolisé par les cellules. Pour chaque échantillon, lOOpl du 
surnageant sont récupérés et placés dans une plaque de 96 puits pour lecture de 
l'absorbance à 570nm à l ’aide d’un spectrophotomètre.
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2.20 CROISSANCE EN AGAR MOU
Dans un premier temps, une couche de fond de 1.5mL d’un mélange 0.7% 
Agarose de type VII (Sigma-Aldrich)-DMEM supplémenté de 10% FBS, lOOU/ml 
pénicilline-lOOpg/ml Streptomycine, 2mM L-Glutamine, lOmM HEPES est coulé dans 
les puits d’une plaque de 6 puits. Lorsque celle-ci est figée, 10 000 cellules sont diluées 
dans 2 ml de mélange 0.7% Agarose de type VII- DMEM complet Le mélange cellulaire 
est alors ajouté sur la couche de fond et lorsque cette couche cellulaire est figée, on 
ajoute de l ’eau stérile entre les puits pour assurer un niveau d’humidité adéquat. Le 
lendemain, on ajoute du DMEM complet sur l ’agarose mou et celui-ci est changé 
régulièrement. Lorsque les colonies cellulaires sont de taille suffisante, elles sont 
colorées avec une solution de MTT 0.5mg/ml dans du PBS pendant 3h. Les plaques 
sont alors prises en photo et analysées avec le logiciel Image J 
(http://rsbw eb.nih.gov/ij/).
2.21 ESSAI DE DÉADHÉSION
Les cellules sont ensemencées à même confluence dans des plaques de 6 puits 
en triplicata. Deux jours post-ensemencement, les cellules sont rincées au PBS et 
500pl de trypsine/EDTA sont ajoutés. Les plaques sont agitées et le temps nécessaire 
au décollement de toutes les cellules est mesuré.
2.22 ESSAI D’ADHÉSION
Les cellules sont rincées avec une solution de PBS et par la suite avec une 
solution de PBS/EDTA 0.5mM. Les cellules sont alors incubées à 37°C dans une 
solution de PBS/EDTA 0.5mM pendant 10 min. Les cellules sont par la suite mises en 
contact avec une solution de trypsine/EDTA durant 30 sec pour terminer la 
dissociation. Les cellules sont alors resuspendues et transférées dans 10ml de DMEM- 
MnC12 ImM. Les cellules sont récupérées par centrifugation. Suite à un décompte
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cellulaire, les cellules sont ensemencées sur plastique à une concentration de 100 000 
cellules/ml. Trente minutes post-ensemencement, les cellules sont délicatement 
rincées au PBS et photographiées avec un microscope à contraste de phase. Un 
décompte des cellules adhérées peut ensuite être effectué.
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3. RÉSULTATS
3.1 PROJET 1 : ERp ET L’INFLAMMATION INTESTINALE
3.1.1 La perte d'ERp augmente l'inflammation intestinale
Différentes études animales et cellulaires suggèrent que l'œstrogène diminue 
l'inflammation intestinale (Gunal et al., 2003; Houdeau et al., 2007; Verdu et al., 2002). 
Puisqu’ERp est le principal isoforme de récepteurs à l'œstrogène exprimé dans 
l’épithélium intestinal, tout porte à croire que celui-ci serait responsable de l’activité 
anti-inflammatoire de l'œstrogène dans l'intestin (Campbell-Thompson et al., 2001; 
Konstantinopoulos et al., 2003). Afin d'étudier le rôle d’ERp dans l'inflammation 
intestinale, nous avons induit une colite chimique à l ’aide du détergent DSS dans des 
souris sauvages (WT) et déficientes pour ERp (KO). L'ajout du DSS dans l'eau de 
boisson à une concentration de 4% entraîne une inflammation de type colite 
ulcéreuse dans le côlon distal dont les signes cliniques sont évalués quotidiennement. 
L’index d’activité de la maladie (DAI) est compilé en calculant la moyenne des scores 
obtenus pour quatre critères notés de 0 à 4 (note minimale à note maximale 
respectivement) : perte de poids, consistance des selles, présence de sang dans les 
selles et saignement rectal. La comparaison des signes cliniques de colite entre les 
deux groupes d'animaux révèle une maladie plus active chez les souris déficientes 
pour ERp associée également avec une aggravation de l'état général des souris 
(Figure 7A). En effet, le DAI est de 2.5±0.13 chez les animaux WT et de 3.06±0.12 chez 
les animaux KO (p=0.004). On observe chez les animaux dont ERp est délété une 
présence accrue de sang dans les selles ainsi qu’un saignement rectal plus abondant. 
La colite induite avec le DSS se présente également avec un raccourcissement de la 
longueur du côlon et cette caractéristique est donc fréquemment utilisée comme un 
signe de gravité de la maladie. Par contre, le raccourcissement du côlon observé chez 
les souris WT et les souris KO traitées avec le DSS n'était pas statistiquement différent 
bien qu'une tendance fut notée (Figure 7B). Ces résultats nous suggèrent que la perte 
d’ERp chez la souris augmente la susceptibilité à la colite induite par le DSS comme en 
témoigne l ’augmentation des manifestations cliniques de la maladie.
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Figure 7 -  La perte d'ERp augmente les signes cliniques de colite dans le modèle 
murin induit au DSS.
Une colite chimique a été induite par l ’ajout de DSS 4% dans l’eau de boisson de souris 
ERj3+/+ (WT) et ERp/- (KO). (A) Les signes cliniques de colite ont été évalués lors du 
sacrifice des souris selon un score de 0 à 4, soit du minimum au maximum et compilés 
en une moyenne nommée index d'activité de la maladie (DAI). Le graphique 
représente les valeurs moyennes ± erreur standard des deux différents groupes de 
souris (n=12) et ** représente une signification statistique de pâO.Ol. (B) Le 
raccourcissement du côlon entraîné par la colite a également été quantifié. La 
longueur du côlon de chaque souris a été comparée à la longueur moyenne du côlon 
de souris saines du même âge. Le graphique représente les valeurs moyennes ± erreur 
standard des deux différents groupes de souris (n=12) et ns représente une 
signification statistique de p>0.05.
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L'étude histologique du côlon distal a permis d'évaluer plus en profondeur 
l'inflammation présente chez les souris ERp+/+ et ERp /- ayant reçues un traitement au 
DSS. La sévérité de l ’inflammation, l'étendue de l’inflammation, le dommage aux 
cryptes ainsi que le pourcentage d’atteinte ont été évalués suite à une coloration H&E 
et notés de 0 à 4 (note minimale à note maximale respectivement). Ces quatre critères 
sont ensuite additionnés pour fournir le score histologique d'inflammation. On 
observe que l'état général d’inflammation dans le côlon distal des souris KO est plus 
sévère. En effet, le dommage à l'épithélium intestinal est plus important et affecte une 
plus grande distance. Comme illustrée à la figure 8A, l ’analyse approfondie des coupes 
histologiques a révélé une augmentation d’environ 20% du score d'inflammation 
(7.0±0.14 pour les souris WT et 8.86±0.44 pour les souris KO, p=0.02). La sévérité de 
l ’inflammation et le dommage aux cryptes sont les deux critères statistiquement 
significatifs. Une micrographie représentative du côlon distal des deux groupes de 
souris témoigne de l’inflammation plus sévère observée chez les animaux KO que chez 
les animaux WT (Figure 8B). Les observations réalisées dans les souris ERP+/+ et les 
souris ERp /- démontrent que la perte d'ERp augmente la susceptibilité à la colite 
induite par le DSS dans un modèle murin comme en témoigne l'augmentation des 
signes cliniques et histologiques de la maladie. Ces résultats suggèrent qu'ERp 
pourrait être utilisé comme cible thérapeutique dans l'inflammation intestinale.
3.1.2 Un agoniste sélectif pour ERp réduit l'inflammation intestinale
Puisque les résultats obtenus avec la délétion classique d'ERp dans un modèle 
chimique de colite suggèrent qu’ERp pourrait protéger contre l'inflammation 
intestinale, nous nous sommes intéressés à son potentiel thérapeutique. Donc, 
l'impact d’une activation pharmacologique d’ERp sur l'inflammation intestinale a été 
évalué dans le modèle murin de colite induite au DSS. Un traitement préventif avec le 
diarylpropionitrile (DPN), un agoniste sélectif pour ERp, avant l'induction de la colite 
chimique a été privilégié comme approche. L’activation prolongée d'ERp était assurée 
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Figure 8 -  La perte d'ERp augmente les signes histologiques d'inflammation 
dans le modèle murin de colite induite au DSS.
Une colite chimique a été induite par l'ajout de DSS 4% dans l'eau de boisson de souris 
ERP+/+ (WT) et ERp /- (KO). Les signes histologiques d’inflammation ont été évalués 
sur le côlon distal coloré à l ’hématoxyline-éosine selon un score de 0 à 4, soit du 
minimum au maximum et additionnés pour fournir le score histologique total. (A) Le 
graphique représente les valeurs moyennes ± erreur standard des deux différents 
groupes de souris (n=12), * représente une signification statistique de ps0.05 et ** de 
psO.Ol. (B) Image représentative d'une portion du côlon distal inflammé colorée à 
l'hématoxyline-éosine.
66
l'eau de boisson et ce jusqu'au sacrifice des animaux. L’évaluation des signes cliniques 
de colite à la fin de l ’étude a permis de mesurer l’index d'activité de la maladie comme 
dans le cas de la comparaison des souris ERp+/+ et ERp/’. L'efficacité du DPN a été 
validée en vérifiant par Q-PCR l'expression du transcrit d'ERp, un gène cible important 
de l ’œstrogène (Li et al., 2000; Vladusic et al., 2000). L’expression du transcrit d'ERp 
est augmentée de 2.76 dans le côlon des souris suite au traitement au DPN (2.76±0.25 
dans les souris traitées au DPN vs 1.00±0.56 dans les souris traitées au véhicule 
seulement (p=0.03)).
Tout d'abord chez les mâles, on note une diminution significative des signes 
cliniques de la colite chez les souris traitées avec l ’agoniste d'ERp (Figure 9A). L'index 
d’activité de la maladie (DAI) est de 2.83±0.14 pour les souris traitées avec le véhicule 
seul comparativement à 2.06±0.18 pour les souris traitées avec le DPN, ce qui 
représente une diminution de 27%. La consistance des selles ainsi que le saignement 
rectal sont les deux critères d'activité de la colite les plus différents entre les deux 
groupes à l ’étude. L'atténuation de l ’inflammation intestinale corrèle également avec 
un plus faible raccourcissement du côlon dû à la colite chez les souris traitées avec le 
DPN. Dans les souris traitées avec le véhicule, le côlon est raccourci de 25.58±1.74 % 
suite à la colite alors que dans les souris traitées avec l’agoniste d’ERp, il n'est 
raccourci que de 18.05±3.04 % (Figure 9B).
Chez les femelles, l'activation sélective d'ERp avec le DPN réduit également les 
signes cliniques de colite. Pour les souris traitées avec le véhicule seul, le DAI moyen 
se situe à 2.61+0.15 vs 2.11±0.17 pour les souris traitées avec le DPN, ce qui 
représente une diminution d’environ 20% (Figure 9C). La présence de sang dans les 
selles est le seul critère d’activité de la colite significativement amélioré par le 
traitement au DPN bien qu'une tendance à la baisse soit tout de même observée pour 
les trois autres critères. 11 est à noter que l'effet protecteur du DPN sur l'activité de la 
colite observé chez les mâles est plus important que celui observé chez les femelles. 
Tout comme noté pour les mâles, le raccourcissement du côlon induit par la colite est 
moindre chez les souris femelles traitées au DPN (23.65±2.87) que chez celles traitées 
au véhicule seulement (32.36±2.34) (Figure 9D). Ces observations suggèrent qu'un
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Figure 9 -  L'activation sélective d'ERp avec le DPN réduit les signes cliniques de 
colite dans le modèle murin induit au DSS.
Une colite chimique a été induite par l'ajout de DSS 4% dans l'eau de boisson de 
souris sauvages mâles (panneau supérieur) et femelles (panneau inférieur) traitées 
avec l'agoniste sélectif pour ERp (DPN) ou avec le véhicule seulement. (A, C) Les 
signes cliniques de colite ont été évalués lors du sacrifice des souris selon un score de 
0 à 4, soit du minimum au maximum et compilés en une moyenne nommée index 
d'activité de la maladie (DAI). Le graphique représente les valeurs moyennes ± erreur 
standard des deux différents groupes de souris (n = 8 -ll) et * représente une 
signification statistique de psO.05, ** de psO.Ol et *** de psO.OOl. (B, D) Le 
raccourcissement du côlon entraîné par la colite a également été quantifié. La 
longueur du côlon de chaque souris a été comparée à la longueur moyenne du côlon 
de souris saines du même âge. Le graphique représente les valeurs moyennes ± 
erreur standard des deux différents groupes de souris (n = 8 -ll) et * représente une 
signification statistique de p£0.05.
68
traitement avec un agoniste sélectif d'ERp réduit la gravité de l ’inflammation 
intestinale dans le modèle murin au DSS.
Afin de confirmer les changements observés dans les signes cliniques, l ’état de 
la muqueuse colique a été évalué par microscopie à partir de coupes histologiques du 
côlon distal des animaux colorées à l'hématoxyline-éosine. L'évaluation des quatre 
critères d’inflammation intestinale a permis d'obtenir un score histologique 
d'inflammation et d'ainsi vérifier l'impact d'un traitement préventif au DPN sur les 
dommages induits sur l’épithélium colique lors d’une colite. Comme en témoigne la 
figure 10A, le score histologique est réduit d'environ 35% chez les mâles traités avec 
le DPN comparativement à ceux traités avec le véhicule seulement (4.90±0.49 et 
7.42±0.61 respectivement, p=0.01). On note en effet que les cryptes coliques sont 
significativement moins endommagées et également que le côlon est atteint sur une 
moins grande proportion. Chez les femelles, on remarque également qu'un traitement 
préventif au DPN atténue les signes histologiques d'inflammation dans le côlon distal 
des animaux d’environ 43% (Figure 10B). Le score histologique mesuré dans le côlon 
des femelles traitées avec le véhicule seulement est de 8.40±0.73 et de 4.79±0.57 dans 
les femelles traitées avec le DPN (p=0.003). Tout comme pour les mâles, le dommage 
aux cryptes ainsi que le pourcentage d'atteinte sont les deux critères les plus modulés 
par l ’activation sélective d'ERp. La microscopie représentative illustrée en figure 10C 
démontre bien que l’épithélium colique est moins affecté par la colite lorsque l'animal 
est prétraité avec l’agoniste d’ERp. Bref, les résultats obtenus dans le modèle murin de 
colite induite au DSS démontrent qu’un traitement préventif avec un agoniste sélectif 
pour ERp comme le DPN atténue les signes cliniques et histologiques de la maladie.
En condition inflammatoire, l'expression de plusieurs cytokines inflammatoires 
et chimiokines est induite afin d’enclencher une réponse inflammatoire et de faciliter 
le recrutement des cellules nécessaires à cette réaction. Dans notre cas, nous avons 
mesuré l'expression de l’ARNm du TNFa dans le côlon distal des animaux à l ’étude. Le 
TNFa est une cytokine pro-inflammatoirè pour laquelle on note une augmentation 
dans le sérum, les fécès et la muqueuse des patients atteints de M il (Braegger et al, 
1992; Breese et al., 1994; Komatsu et al., 2001). D'ailleurs, l'efficacité thérapeutique
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Figure 10 -  L’activation sélective d'ERp avec le DPN réduit les signes 
histologiques d'inflammation dans le modèle murin de colite induite au DSS.
Une colite chimique a été induite par l'ajout de DSS 4% dans l'eau de boisson de souris 
sauvages traitées avec l'agoniste sélectif pour ERp (DPN) ou avec le véhicule 
seulement. Les signes histologiques d'inflammation ont été évalués sur le côlon distal 
coloré hématoxyline-éosine selon un score de 0 à 4, soit du minimum au maximum et 
additionnées pour fournir le score histologique total. Les graphiques représentent les 
valeurs moyennes ± erreur standard (n=5-7) des deux différents groupes de souris 
mâles (A) et femelles (B), * représente une signification statistique de ps0.05, ** de 
psO.Ol et *** de p^O.OOl. (C) Image représentative d'une portion du côlon distal 
inflammé colorée à l'hématoxyline-éosine.
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d’un anticorps bloquant anti-TNFa (infliximab) a déjà été largement démontrée dans 
les patients atteintes de CD ou d'UC (Hanauer, 2004; Rutgeerts et al., 2005). Comme 
illustrée à la figure 11A, des analyses par Q-PCR ont démontré que telle qu’observée 
chez les patients souffrant d’inflammation intestinale, l'induction d'une colite par le 
DSS chez la souris augmentel’expression du transcrit de TNFa par 4.5 fois. De plus, 
chez les animaux traités avec le DSS, l'activation d’ERp avec le DPN a diminué 
d’environ 38% l’expression de l ’ARNm du TNFa dans le côlon distal de ces animaux. 
Le niveau de TNFa passe de 4.49±0.66 pour les animaux traités au véhicule seulement 
à 2.79±0.33 pour les animaux traités au DPN (p=0.037). Bref, un traitement préventif 
avec le DPN atténue l'augmentation d’expression de la cytokine TNFa normalement 
observée suite à une colite et pourrait donc protéger contre l ’inflammation intestinale.
Chez les patients atteints de CD, il n’y a pas que la production des cytokines 
inflammatoires qui est affectée, mais également celle des cytokines anti­
inflammatoires. Par exemple, la production d'IL-10 est déficiente chez les patients 
atteints de CD et d'ailleurs les souris invalidées pour cette cytokine développent 
spontanément une colite chronique (Correa et al., 2009; Kuhn et al., 1993). De plus, 
des polymorphismes dans le gène d'IL-10 sont associés avec la colite ulcéreuse. 
L'expression d'IL-10 est également plus importante chez les patients atteints d’UC en 
rémission que chez les patients avec UC active (Shiatoni et al., 2013; Fonseca- 
Camarillo et al., 2013). L'IL-10 est importante dans le processus de tolérance aux 
bactéries commensales tout comme d’autres cytokines anti-inflammatoires telles que 
les TGFps (TGFpi, TGF(32 et TGFP3). De façon intéressante, mes travaux antérieurs 
avaient suggéré une régulation de la voie du TGFp par ERp dans l’épithélium intestinal 
(Giroux et al., 2008; Giroux et al., 2011). Cette régulation pourrait expliquer en partie 
les effets anti-inflammatoires d'ERp dans le côlon. L’expression de leurs transcrits 
dans le côlon distal des souris avec colite a donc été mesurée par Q-PCR. On note une 
induction significative de 1.8 fois pour TGFpi, de 2.7 fois pour TGFP2 et de 2.3 fois 
pour TGFP3 (Figure 11B) suite au traitement avec le DPN. Ces résultats suggèrent 
qu'en plus d'atténuer l ’expression de la cytokine inflammatoire TNFa, l'activation 
d'ERp augmente l'expression des cytokines anti-inflammatoires de la famille du TGFp
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Figure 11 -  L’activation sélective d'ERp avec le DPN réduit l’expression de TNFa 
et augmente l'expression des TGFps dans le côlon distal du modèle murin de 
colite induite au DSS.
Une colite chimique a été induite par l'ajout de DSS 4% dans l'eau de boisson de souris 
sauvages traitées avec l'agoniste sélectif pour ERP (DPN) ou avec le véhicule 
seulement. L’ARN a été extrait du côlon distal total de souris non traitées au DSS 
(contrôle) ainsi que de souris traitées au DSS et avec le véhicule ou le DPN. 
L'expression des transcrits de TNFa (A) et des TGFps (B) a été mesurée par Q-PCR. 
Les graphiques représentent les valeurs moyennes ± erreur standard (n=6-8) des 
différents groupes de souris, * représente une signification statistique de p£0.05 et *** 
de psO.OOl.
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suggérant un déséquilibre en faveur d’une réponse anti-inflammatoire lors d’une 
colite.
En résumé, un traitement avec un agoniste sélectif pour ERp préalablement à 
l’induction d'une colite dans un modèle murin réduit les signes cliniques de la maladie 
ainsi que les manifestations histologiques qui y sont associées. De plus, l’expression de 
TNFa est augmentée et l'expression des TGFps est diminuée dans le côlon distal des 
souris traitées avec le DPN témoignant de l'effet anti-inflammatoire d’ERp dans 
l'intestin. Par contre, ces résultats ne permettent pas de discerner si la réponse 
induite par ERp est associable à une régulation directe des cellules épithéliales 
intestinales ou plutôt du système immunitaire lui-même.
3.1.3 Un agoniste sélectif pour ERp augmente la signalisation de la voie du TGFp 
dans des cellules épithéliales intestinales.
Afin de déterminer si l’effet de l'activation d'ERp sur la voie du TGFp résulte 
d'une action directe sur l’épithélium intestinal, nous avons investigué la signalisation 
du TGFP en réponse au DPN dans une culture cellulaire de cellules cancéreuses du 
côlon. Les cellules LS1034 ont été utilisées puisque, contrairement à la majorité des 
lignées de cellules cancéreuses du côlon qui présentent une signalisation déficiente du 
TGFp due à des mutations dans les différents effecteurs, les cellules LS1034 ne 
possèdent pas de mutations dans TGFBRII ou SMAD4. Elles sont donc sensibles à cette 
voie de signalisation et elles répondent d’ailleurs à l’effet anti-prolifératif du TGFp 
(Suardet et al., 1992).
Afin de valider la pertinence de cette lignée cellulaire dans le cadre de cette 
étude, nous avons vérifié sa sensibilité au TGFp. Pour ce faire, nous avons traité les 
cellules LS1034 avec du TGFp pendant 48h et nous avons vérifié l'activation de la 
signalisation du TGFp en détectant l'état de phosphorylation de la protéine effectrice 
Smad2 par immunobuvardage. Nous avons pu constater qu'un traitement au TGFP 
augmente de façon importante le niveau de Smad2 phosphorylé dans les cellules
73
LS1034 confirmant que cette lignée est sensible au TGFp (Figure 12A). Par la suite, 
l'expression endogène d'ERp dans les cellules LS1034 a été mesurée par PCR et 
immunobuvardage. Dans un premier temps, la présence d’ARNm codant pour ERp fut 
détectée par PCR dans les cellules LS1034 comme illustrée à la figure 12B. Dans un 
deuxième temps, les expériences d’immunobuvardage ont révélé que peu de protéines 
ERp sont exprimées dans les cellules LS1034 (Figure 12C). Donc avec les méthodes de 
détection utilisées, il semble que le niveau protéique d'ERp endogène soit plutôt 
faible, bien que l'ARNm d'ERp soit présent. Finalement, des essais luciférases avec un 
gène rapporteur comprenant des éléments de réponse pour ER (pS2-Luc) ont été 
réalisés dans les cellules LS1034 pour déterminer l'activité transcriptionnelle d'ERp 
dans ces cellules (Figure 12D). Un traitement de ces cellules avec des doses 
croissantes de l'agoniste sélectif d'ERp, le DPN, ne permet pas d’augmenter l'activité 
transcriptionnelle sur pS2-Luc. Par contre, lorsqu’un plasmide encodant pour ERp est 
transfecté conjointement avec pS2-Luc, l ’activité transcriptionnelle d'ERp dans les 
cellules LS1034 est augmentée de façon dose-dépendante en réponse au DPN. Ces 
résultats confirment alors que le niveau endogène d'ERp présent dans les cellules 
LS1034 est insuffisant pour induire une activation transcriptionnelle en réponse au 
DPN. Ces observations suggèrent qu’une surexpression d’ERp devrait donc être 
réalisée dans les cellules LS1034 afin de pouvoir étudier convenablement l'effet d'ERp 
sur la signalisation du TGFp.
Donc, la régulation de la voie du TGFp par l ’activation du récepteur ERp a été 
évaluée dans les cellules LS1034 surexprimant ERp (LS1034-ERP). Quarante-huit 
heures suite à la transfection d'un plasmide encodant pour la protéine ERp, les 
cellules LS1034 ont été traitées avec l’agoniste sélectif d’ERp, le DPN. Dans un premier 
temps, l'expression d'ARNm pour les ligands de la voie de signalisation TGFpl, TGFp2 
et TGFP3 a été mesurée par Q-PCR suite à différents temps de traitement avec le DPN. 
L'expression des 3 ligands du TGFp est régulée positivement suite à l'activation d'ERp 
(Figure 13A). En effet, une augmentation significative d'environ 75% des transcrits 
pour TGFP2 et TGFP3 est observée après 6h de traitement des cellules LS1034-ERP 
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Figure 12 -  Les cellules LS1034 sont sensibles au TGFp mais exprim ent 
faiblem ent ERp.
(A) Les cellules cancéreuses du côlon LS1034 ont été traitées avec du TGFP ou le 
véhicule seul pour 48h. L'expression protéique de phospho-SMAD2 et de SMAD2 a été 
déterminée par immunobuvardage. Une image représentative de trois expériences 
indépendantes est illustrée. (B) L’expression d'ARNm et (C) de protéines d'ERp a été 
observée par PCR et immunobuvardage respectivement dans les cellules LS1034. Une 
image représentative de deux expériences indépendantes est illustrée. (D) Les cellules 
LS1034 ont été transfectées ou non avec un plasmide encodant pour ERP et ensuite 
traitées avec des doses croissantes d'agoniste sélectif d'ERp, DPN (ÎO M O -5 M). 
L'activité transcriptionnelle sur le gène rapporteur pS2 comprenant des éléments de 
réponse aux ERs a été mesurée par essais luciférases. Le graphique représente les 
valeurs moyennes ± écart-type d'une expérience réalisée en triplicata.
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dès 3h après le début du traitement avec le DPN. Dans un second temps, nous avons 
vérifié l'état de phosphorylation de la protéine effectrice Smad2 par 
immunobuvardage afin de vérifier l ’activation de la signalisation intracellulaire suite à 
la liaison des ligands TGFp avec leurs récepteurs membranaires spécifiques (Figure 
13B). Un niveau plus élevé de la forme phosphorylée de Smad2 est observé suite à un 
traitement de 12h (3.3 fois) et 24h (2.6 fois) au DPN des cellules LS1034-ERP 
suggérant une activation soutenue de la voie de signalisation du TGFp. De plus, des 
traitements de 48h avec différentes concentrations de DPN ont démontré une hausse 
du niveau de Smad2 phosphorylé de 1.92 fois avec la dose de 107 M (p=0.0009), de 
2.39 fois avec la dose de 10 6 M (p=0.006) et de 2.89 fois avec la dose de 105 M 
(p=0.05). Ces observations suggèrent qu'un traitement au DPN des cellules LS1034- 
ERp induit l ’expression des ligands TGFp mais également la signalisation 
cytoplasmique suite à la liaison de ces derniers avec leurs récepteurs membranaires. 
Finalement, l’activité transcriptionnelle de la voie du TGFp en réponse à l ’activation 
d'ERp a été mesurée par essais luciférases. Les cellules LS1034 ont été transfectées 
avec un plasmide encodant pour ERp et un gène rapporteur sensible au TGFp, p3TP- 
Luc et ensuite traitées avec des doses croissantes de DPN (10-8-10 5 M) pendant 36h. 
On a noté une augmentation dose-dépendante de l'activité transcriptionnelle en 
réponse au DPN et cette hausse est significative à des doses de 106 et 105 M (Figure 
13C). Les résultats présentés à la figure 13 suggèrent que l'activation sélective d’ERp 
avec le DPN entraîne une augmentation de la signalisation de la voie du TGFp dans les 
cellules épithéliales intestinales. Par contre, ces résultats ne permettent pas de 
conclure que la régulation de la voie du TGFp par ERp dans des cellules intestinales 
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Figure 13 -  L’activation sélective d’ERp avec le DPN augmente la signalisation de 
la voie du TGFp dans les cellules LS1034.
(A) Les cellules cancéreuses du côlon LS1034-ERp ont été traitées avec l'agoniste 
sélectif d'ERp, DPN (106 M) pendant 1 à 6h ou avec le véhicule seul. L'expression 
d’ARNm pour TGFpi, TGFp2 et TGFP3 a été vérifiée par Q-PCR. Les graphiques 
représentent les valeurs moyennes ± écart-type (n=3) des différents groupes 
d’extraits cellulaires, * représente une signification statistique de ps0.05 par rapport 
aux cellules traitées avec le véhicule seul. (B) Les cellules LS1034-ERp ont été traitées 
avec le DPN 106 M pendant 0, 12 et 24h (panneau supérieur) ou avec des doses 
croissantes de DPN (10'8-10-5 M) pendant 48h (panneau inférieur). L'expression 
protéique de la forme phosphorylée de Smad2 a été analysée par immunobuvardage 
Western. Une image représentative de trois expériences indépendantes est illustrée. 
(C) L’activité transcriptionnelle des cellules LS1034-ERP traitées avec des doses 
croissantes de DPN ( Î O M O 5 M) sur un gène rapporteur comprenant des éléments 
sensibles à la voie du TGFp a été mesurée par essais luciférases. Le graphique 
représente les valeurs moyennes ± écart-type (n=3), * représente une signification 
statistique de p£0.05.
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3.1.4 La voie du TGFp contribue à l'effet anti-inflammatoire d'un agoniste 
sélectif pour ERp dans des cellules épithéliales intestinales.
Dans un premier temps, afin de vérifier la contribution des cellules épithéliales 
intestinales dans l ’effet anti-inflammatoire d'ERp, nous avons documenté l'impact de 
l’agoniste d'ERp sur une réponse inflammatoire induite avec le lipopolysaccharide d'E 
coli (LPS) dans des cellules cancéreuses du côlon en culture, les cellules LSI034. 
L'expression du transcrit de la cytokine pro-inflammatoire TNFa a été mesurée par Q- 
PCR et utilisée comme témoin de la réponse inflammatoire entraînée par le traitement 
au LPS. Comme en témoigne le tra it plein du graphique illustré à la figure 14B, le LPS 
entraîne une hausse importante du niveau d’ARNm de TNFa dans les cellules LS1034- 
ERp. L’augmentation d'environ 8 fois du transcrit de TNFa observée 2h suite à l ’ajout 
du LPS est la réponse maximale observée dans les temps étudiés. Dans le cas où le 
DPN est ajouté préalablement au traitement au LPS (trait pointillé), on note une 
diminution très importante de l’induction de l ’expression d'ARNm de TNFa en 
réponse au LPS. Par exemple, l'expression de TNFa passe de 7.61+0.64 avec le LPS 
seul à 2.79+1.03 avec le DPN suite à 2h de traitement avec le LPS. On remarque par 
contre qu'il demeure toujours une induction de l'expression de TNFa en réponse au 
LPS chez les cellules pré-traitées avec le DPN mais de beaucoup amoindri 
comparativement à la réponse contrôle (trait plein). Donc, le DPN peut atténuer la 
réponse inflammatoire mais ne peut pas la contrecarrer complètement.
Finalement, pour vérifier la contribution de la voie du TGFp à l’effet anti­
inflammatoire du DPN dans les cellules épithéliales intestinales, nous avons utilisé le 
LY364947, un inhibiteur du récepteur de type I au TGFp. Dans un premier temps, 
nous avons validé l'efficacité de cet inhibiteur en vérifiant son effet sur la 
phosphorylation de Smad2. Nous avons observé qu’un traitement avec le LY364037 
prévient la phosphorylation de Smad2 induite par le TGFp (Figure 14A) confirmant 
que celui-ci inhibe la signalisation du TGFp. Nous avons donc pré-traité les cellules 
LS1034-ERP avec le DPN en combinaison avec le LY364947 avant l'ajout de LPS au 
milieu de culture. L'utilisation seule du LY364947 (Figure 14B, tra it hachuré et 
pointillé) augmente de façon importante l'expression de TNFa en réponse au LPS
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Figure 14 -  L'activation sélective d'ERp avec le DPN dim inue la réponse 
inflammatoire induite par le LPS dans les cellules LS1034 en partie via la voie 
du TGFp.
(A) Les cellules cancéreuses du côlon LS1034 ont été traitées pendant 48h avec le 
véhicule (DMSO), le TGFp, l'inhibiteur du récepteur du TGFP de type I (LY364947) ou 
le TGFp combiné au LY364947. L'expression protéique de phospho-SMAD2 et de 
SMAD2 a été détectée par immunobuvardage Western. (B) Une réponse 
inflammatoire a été induite par un traitement au LPS dans les cellules LS1034-ERP 
suite à un pré-traitement de 2h avec le véhicule seulement (trait plein), avec le DPN 
seul (trait pointillé) ou combiné avec LY364947 (trait hachuré), ou avec le LY364947 
seul (trait hachuré et pointillé). L'expression d’ARNm de TNFa a été mesurée par Q- 
PCR pour chacun des temps. Le graphique représente les moyennes ± écart-type des 
différents extraits cellulaires (n=3). (C) Le tableau illustre les valeurs moyennes 
représentées en (B) ainsi que les valeurs de 'p' obtenues avec un test de siginification 
statistique Student comparativement au temps Oh de la condition étudiée (p vs Oh), 
comparativement au même temps du traitement contrôle (p vs CTL) ou 
comparativement au même temps du traitement au DPN (p vs DPN), ns représente 
une non-significations statistique, * une signification statistique de ps0.05 et **, de 
ps0.05.
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témoignant de l'efficacité de l'inhibiteur de TGFBRI à la dose utilisée ainsi que de la 
fonction anti-inflammatoire de la voie du TGFp dans les cellules LS1034. Lorsque 
combiné avec le DPN (trait hachuré), on note dans un premier temps que dans ces 
conditions, le LPS entraîne une induction de l'expression de TNFa et que celle-ci est 
significativement plus importante que celle observée dans les cellules pré-traitées 
seulement avec le DPN. De façon intéressante, la combinaison du DPN avec le 
LY364947 permet de retrouver une induction de TNFa similaire à celle observée dans 
le groupe contrôle. Les études statistiques pour chacun de ces traitements sont 
illustrées en Figure 14C. En résumé, ces observations suggèrent que l’activation 
sélective d'ERp à l ’aide du DPN atténue la réponse inflammatoire induite avec le LPS 
dans des cellules épithéliales intestinales. De plus, l ’effet du DPN sur la condition 
inflammatoire en réponse au LPS est en partie dû à la voie du TGFP puisque les effets 
anti-inflammatoires du DPN sont bloqués par l ’utilisation d’un inhibiteur de la voie du 
TGFp.
En résumé dans le cadre du projet 1, on retient que la délétion classique d'ERp 
chez la souris augmente les signes cliniques et histologiques d’inflammation 
intestinale suite à l ’induction chimique d’une colite. De plus, l'activation 
pharmacologique d'ERp avec le DPN réduit la gravité de la colite comme en témoigne 
la baisse des signes cliniques et histologiques d'inflammation intestinale. Dans le 
côlon distal des animaux malades, on note une diminution de l'expression d’ARNm de 
TNFa et une augmentation de celle des TGFps. Des études cellulaires ont démontré 
que le DPN régule positivement la signalisation du TGFP et qu'il entraîne une réponse 
anti-inflammatoire dans des cellules épithéliales intestinales. Finalement, l'inhibition 
de la voie du TGFp prévient l’effet anti-inflammatoire du DPN dans les cellules 
épithéliales intestinales. Bref, l’activation pharmacologique d’ERp dans un modèle 
animal de colite réduit l’inflammation intestinale en agissant entre autres directement 
sur les cellules épithéliales du côlon. Également, la régulation positive de la voie du 
TGFp par ERp pourrait en partie expliquer les fonctions anti-inflammatoires du DPN.
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3.2 PROJET 2 : ERRa A5 ET SON RÔLE DANS L’ÉPITHÉLIUM COLIQUE
3.2.1 ERRa A5 agit comme dominant négatif d’ERRa
Bien que la découverte d’un variant d’épissage d’ERRa fut rapportée au début 
des années 2000, aucune étude s'intéressant à celui-ci n'a fait suite aux travaux de Xu 
et Lee (Xu et Lee, 2003). Le variant ERRa A5 dans lequel l'exon 5 est absent ne 
pourrait être transcriptionnellement actif puisque le domaine de liaison aux 
coactivateurs ainsi que l’acide aminé (Phe-329) responsable de l'activité constitutive 
d’ERRa sont excisés. Par contre, puisque le domaine de dimérisation est toujours 
présent, celui-ci pourrait interagir avec ERRa et ainsi agir comme un dominant négatif 
(Xu et Lee, 2003). Une meilleure caractérisation de ce variant est donc nécessaire 
pour bien comprendre son importance fonctionnelle ainsi que son impact sur l'activité 
d'ERRa.
Comme mentionné dans l’introduction, le domaine D des récepteurs nucléaires 
comprend un signal de localisation nucléaire. Celui-ci devrait être conservé dans la 
structure d'ERRa A5 puisque l'exon 5 encode pour la première partie du domaine E 
(domaine de liaison au ligand). Par conséquent, ERRa A5 tout comme ERRa devraient 
être retrouvés principalement dans le noyau des cellules. Afin de confirmer la 
localisation d’ERRa A5, des enrichissements des protéines nucléaires ont été effectués 
à partir de différentes lignées cellulaires cancéreuses du côlon. L'utilisation d’un 
anticorps pour ERRa nous permet de visualiser la forme totale ainsi que le variant 
d'épissage en immunobuvardage. La figure 15 démontre qu’ERRa et ERRa A5 sont 
tous deux exprimés préférentiellement dans le compartiment nucléaire des lignées à 
l’étude c’est-à-dire les cellules cancéreuses du côlon SW480, LoVo et T84. Cependant, 
nous notons qu’ERRa est exprimé en plus grande quantité qu'ERRa A5. Bref, ERRa et 
ERRa A5 sont exprimés dans le même compartiment cellulaire et auront donc la 
possibilité d’interagir ensemble.
En effet, le domaine de dimérisation est également conservé dans la séquence 
d'ERRa A5 suggérant donc qu’il pourrait toujours interagir avec ERRa. Afin de 











Figure 15 -  Le variant d'épissage ERRa A5 tout comme la forme complète ERRa 
sont exprimés dans le compartiment nucléaire des cellules cancéreuses du 
côlon.
Les cellules cancéreuses du côlon SW480, LoVo et T84 ont été lysées et des 
enrichissements cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) ont été préparés. L'expression 
protéique d'ERRa et d'ERRa A5 a été détectée par immunobuvardage. Une image 
représentative de trois expériences'indépendantes est illustrée.
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ERRa A5 en effectuant des immunoprécipitations. Pour ce faire, des plasmides
r
encodant pour ERRa et pour ERRa A5 jumelé à une étiquette Flag ont été transfectés 
dans trois lignées cellulaires cancéreuses du côlon HCT116, HT29 et LoVo. ERRa A5 a 
ensuite été précipité à l’aide d'un anticorps dirigé contre l'étiquette Flag et la présence 
d’ERRa dans les complexes protéiques a été vérifiée par immunobuvardage. Comme 
illustrée à la figure 16, on note que dans les cellules HCT116, la protéine ERRa est 
présente de façon plus importante dans l’immunoprécipitation réalisée avec un 
anticorps spécifique pour l'étiquette Flag que dans l'immunoprécipitation contrôle 
réalisée avec des IgG. Ces résultats suggèrent donc qu’ERRa et ERRa A5 peuvent se 
retrouver dans un même complexe protéique. Nous avons obtenu des résultats 
similaires dans les lignées HT29 et LoVo, c'est-à-dire une interaction entre ERRa et 
ERRa A5.
Puisqu'ERRa et ERRa A5 sont situés dans le même compartiment cellulaire, 
c’est-à-dire le noyau, et qu'ils peuvent interagir physiquement ensemble, ERRa A5 
pourrait agir comme dominant négatif tel que suggéré lors de sa découverte (Xu et 
Lee, 2003). L'activité transcriptionnelle d’ERRa en présence et en absence d’ERRa A5 
a donc été mesurée par essai luciférase dans deux lignées cellulaires cancéreuses du 
côlon HCT116 et DLD1. Pour ce faire, les cellules ont été transfectées avec différentes 
combinaisons de plasmides encodant pour ERRa, pour son coactivateur préféré PGC- 
la  et pour ERRa A5. Deux gènes rapporteurs ont été utilisés : un promoteur cible, 
pS2-Luc ou des éléments de réponse artificiels, ERRE-3X-tk-Luc. Pour le gène 
rapporteur pS2-Luc (Figure 17A), on note une augmentation significative de l'activité 
transcriptionnelle en présence d’ERRa ou de PGC-la. L’activité transcriptionnelle sur 
pS2-Luc est par contre diminuée lorsqu'ERRa A5 est surexprimé dans les cellules 
HCT116. Lorsqu'ERRa est combiné avec PGC-la, son activité transcriptionnelle est 
grandement augmentée témoignant que PGC-la est un excellent coactivateur d’ERRa. 
Par contre, la présence de PGC-la ne parvient pas à accroître l’activité d'ERRa A5 sur 
pS2-Luc suggérant qu’ERRa A5 ne peut interagir avec PGC-la comme stipulé dans 
l’étude rapportant la découverte de ce variant d’épissage (Xu et Lee, 2003). De façon 
intéressante, l ’ajout d'ERRa A5 en quantité croissante réduit graduellement l'activité
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Figure 16 -  ERR a A5 peut interagir physiquement avec ERRa.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116, HT29 et LoVo ont été transfectées avec des 
plasmides encodant pour ERRa et pour ERRa A5-Flag. Deux jours post-transfection, 
les cellules ont été lysées et ERRa A5 a ensuite été précipité à l ’aide d'un anticorps 
dirigé contre l ’étiquette Flag. Finalement, la présence d'ERRa dans le complexe a été 
vérifiée par immunobuvardage. Des images représentatives de trois expériences 
indépendantes sont illustrées.
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transcriptionnelle de la combinaison ERRa et PGC-la sur le gène rapporteur pS2-Luc. 
Ces résultats suggèrent qu’ERRa A5 peut diminuer l'activité transcriptionnelle d'ERRa 
sur le promoteur d’un de ses gènes cibles, pS2 et donc agir comme dominant négatif.
Afin de s'assurer que cette relation se produit sur les éléments de réponse 
spécifiques à ERRa (ERRE), les mêmes essais luciférases ont été réalisés avec ERRE- 
3x-tk-Luc comme gène rapporteur (Figure 17B). Tout comme pour pS2-Luc, l'activité 
transcriptionnelle est augmentée par ERRa ainsi que par PGC-la alors qu’elle est 
diminuée par ERRa A5. Une hausse du niveau basai d’activation par ERRa ou ERRa A5 
est observée lors de l'ajout de PGC-la mais à un niveau moindre dans le cas d'ERRa 
A5. Finalement, l'addition d'ERRa A5 à la combinaison d’ERRa et PGC-la réduit de 
façon quantité-dépendante l ’activité transcriptionnelle sur un promoteur artificiel 
constitué d’ERREs. Ces résultats confirment qu’ERRa et non ERRa A5 augmente 
l’activité transcriptionnelle sur ERRE et qu'ERRa A5 diminue l’activité d’ERRa sur ces 
éléments de réponse mais également sur le promoteur d'un gène cible. Ces 
observations ont été confirmées dans une autre lignée cellulaire cancéreuse du côlon 
DLD1. Bref, il a été observé que PGC-la potentialise l ’activité d’ERRa et que l ’activité 
transcriptionnelle de la combinaison ERRa et PGC-la est réduite par la présence 
d’ERRa A5 (Figure 18).
Afin de confirmer qu’ERRa A5 agit comme un dominant négatif, l ’expression de 
certains gènes cibles d’ERRa a été mesurée. Pour ce faire, des cellules HCT116 ont été 
transfectées avec ERRa combiné ou non avec ERRa A5 et le niveau d’ARNm de quatre 
gènes cibles d’ERRa a été quantifié par Q-PCR. Les transcrits de gènes mesurés sont 
associés au métabolisme énergétique et notre équipe a démontré qu'ils sont régulés 
par ERRa dans les cellules HCT116 : la pyruvate déhydrogénase kinase 4 (PDK4), 
l'isocitrate déhydrogénase 1 (IDH1), la succinate déhydrogénase sous-unité D (SDHD) 
et la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 (PFKFB1) (Bernatchez 
et al., 2013). Des résultats préliminaires suggèrent que l'expression de ces gènes est 
grandement diminuée dans les cellules transfectées avec ERRa et ERRa A5 
comparativement à celles transfectées seulement avec ERRa (Figure 19). Ces 
observations suggèrent qu’ERRa A5 pourrait agir comme dominant négatif en
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Figure 17 -  ERRa A5 diminue l'activité transcriptionnelle d'ERRa dans les 
cellules HCT116.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 ont été transfectées avec des plasmides 
encodant pour ERRa, ERRa A5, le coactivateur PGC-la ainsi que les gènes rapporteurs 
pS2-Luc (A) ou ERRE-3x-tk-Luc (B). Deux jours post-transfection, les cellules ont été 
lysées et des essais luciférases ont été effectués. Les graphiques présentent une 
moyenne ± écart-type, * représente une signification statistique par rapport au 
vecteur vide de ps0.05, ** de psO.Ol et *** de psO.OOl et § une signification statistique 
par rapport au groupe ERRa + PGC-la de psO.05, §§ de psO.Ol et §§§ de psO.OOl 
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Figure 18 -  ERRa A5 diminue l ’activité transcriptionnelle d’ERRa dans les 
cellules DLD1.
Les cellules cancéreuses du côlon DLD1 ont été transfectées avec des plasmides 
encodant pour ERRa, ERRa A5, le coactivateur PGC-la ainsi que les gènes rapporteurs 
pS2-Luc (A) ou ERRE-3x-tk-Luc (B). Deux jours post-transfection, les cellules ont été 
lysées et des essais luciférases ont été effectués. Les graphiques présentent une 
moyenne ± écart-type, * représente une signification statistique par rapport au 
vecteur vide de psO.05, ** de psO.Ol et *** de psO.OOl et § une signification statistique 
par rapport au groupe ERRa + PGC-la de psO.05, §§ de psO.Ol et §§§ de psO.OOl 
(expérience représentative de trois réplicas).
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diminuant l'activité transcriptionnelle d’ERRa comme en témoigne l'expression 
réduite de ses gènes cibles.
En résumé, ERRa et ERRa A5 sont localisés dans le même compartiment 
cellulaire c'est-à-dire le noyau et ils peuvent interagir dans le même complexe 
protéique. ERRa A5 est capable de diminuer l’activité transcriptionnelle d'ERRa et des 
résultats préliminaires proposent que ceci résulte en une expression réduite de ses 
gènes cibles. Toutes ces évidences suggèrent qu’ERRa A5 pourrait agir comme un 
dominant négatif comme il l’avait été supposé par les auteurs ayant rapportés son 
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Figure 19 -  ERRa A5 réduit l'expression des gènes cibles d’ERRa.
Les cellules cancéreuses de côlon HCT116 ont été transfectées avec un plasmide 
encodant pour ERRa en combinaison ou non avec un plasmide encodant pour ERRa 
A5. (A) Deux jours post-transfection, les cellules ont été lysées et l ’expression 
protéique d'ERRa et d'ERRa A5 a été détectée par immunobuvardage Western. (B) 
L'expression d’ARNm de 4 gènes cibles d'ERRa (PDK4, IDH1, SDHD, PFKFB1) a été 
quantifiée par Q-PCR. Une image représentative de deux expériences indépendantes 
est illustrée.
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3.2.2 ERRa A5 est exprimé dans les cellules intestinales
Suite à une meilleure caractérisation de l ’impact possible d'ERRa A5 sur 
l’activité d'ERRa, une étude de son expression dans notre modèle d'étude, les cellules 
épithéliales intestinales, était essentielle pour bien comprendre son rôle. Plusieurs 
lignées ont été utilisées afin de bien documenter l'expression de ce variant d'épissage 
dans les cellules épithéliales de l'intestin. Tout d'abord, on note que la forme complète 
d'ERRa est exprimée dans toutes les lignées cellulaires étudiées mais à des niveaux 
variables. Dans le cas de la protéine ERRa A5, elle est détectable dans la lignée 
cellulaire normale isolée d'iléon fœtal humain suggérant que celle-ci est retrouvée 
dans les cellules épithéliales intestinales humaines chez le fœtus à tout de moins. Dans 
les lignées cancéreuses colorectales isolées de tumeurs primaires comme HCT116, 
DLD1, HT29, Caco2/15 et SW480, ERRa A5 est également exprimé et ce à des niveaux 
variables selon les lignées cellulaires. Finalement, ERRa A5 est également détecté 
dans les extraits protéiques provenant de lignées cellulaires isolées de métastases 
s’étant développées chez des patients avec des tumeurs primaires colorectales comme 
SW620, LoVo, T84 et COLO205 (Figure 20A). Il est à noter que les variations 
d’expression d'ERRa A5 entre les différentes lignées cellulaires étudiées ne corrèlent 
pas aux variations observées pour l'expression d’ERRa.
Bien que l'expression d'ERRa A5 soit variable entre les lysats de même lignée 
cellulaire, l'expression la plus élevée est observée constamment dans les cellules 
HT29, LoVo et T84. L’analyse plus approfondie de ces résultats en fonction des 
caractéristiques ou mutations retrouvées dans ces lignées n'a pas permis d'identifier 
de corrélation. Par contre, on observe une tendance où l'expression d’ERRa A5 serait 
plus élevée dans les lignées issues de métastases que celles issues de tumeurs 
primaires. En effet, deux des quatre lignées métastatiques testées expriment un 
niveau élevé d'ERRa A5 (LoVo et T84). Afin de valider cette hypothèse, les cellules 
SW480 et SW620 ont été comparées puisque celles-ci sont isolées du même patient; 
les premières sont issues d'un adénocarcinome colorectal et les deuxièmes d'une 
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Figure 20 -  Les cellules normales et cancéreuses du côlon expriment le variant 
d'épissage ERRa A5.
(A) Les protéines totales de la lignée cellulaire normale du côlon (HIEC), des lignées 
cellulaires isolées de tumeurs primaires du côlon (HCT116, DLD1, HT29, Caco2/15, 
SW480) et des lignées cellulaires isolées de métastase d'un patient présentant une 
tumeur colorectale (SW620, LoVo, T84, COLO205). L'expression d’ERRa et d'ERRa A5 
a été détectée par immunobuvardage dans ces lignées cellulaires ainsi que dans des 
cellules 293T transfectées avec ERRa et ERRa A5 (CTL +). Les temps de détection 
pour ERRa et ERRa A5 sont différents. Une image représentative de trois expériences 
indépendantes est illustrée. (B) Les cellules cancéreuses du côlon HT29 ont été 
infectées de façon lentivirale avec un shARN dirigé contre ERRa ou un shARN 
contrôle. La détection d'ERRa et ERRa A5 dans les lysats protéiques de ces 
populations de cellules a été effectuée par immunobuvardage. Une image 
représentative de deux expériences indépendantes est illustrée.
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Aucune différence significative et reproductible dans l'expression d’ERRa A5 entre les 
lignées cellulaires SW480 et SW620 n’a par contre été observée.
Également, il est important de noter qu’ERRa A5 est moins fortement exprimé 
que la forme complète ERRa. En effet, le temps d’exposition nécessaire pour détecter 
ERRa A5 en immunobuvardage est environ 20 à 30 fois supérieur à celui nécessaire 
pour détecter ERRa. Bref, ERRa A5 tout comme ERRa est exprimé dans les lignées 
cellulaires intestinales étudiées mais à des niveaux variables et cette variabilité ne 
semble pas associée aux caractéristiques tumorales ou aux mutations retrouvées au 
sein de ces lignées.
L'existence d’un ARNm encodant pour ERRa A5 dans les tissus humains avait 
été soulevée par l’équipe ayant décrit sa découverte et les travaux présentés ici 
rapportent également l'expression de la protéine ERRa A5 dans des échantillons 
d’origine humaine. Différents moyens ont été utilisés afin de s'assurer que la bande 
observée à l'aide d'un anticorps spécifique à ERRa correspondait à ERRa A5. Tout 
d'abord, la bande d’intérêt a un poids similaire à celui prédit pour ERRa A5 c’est-à- 
dire de 44kDa comparativement à 50 kDa pour la forme complète ERRa. De plus, la 
bande migre à une hauteur similaire à celle d'un contrôle positif constitué de cellules 
293T ayant été transfectées avec un plasmide encodant pour la séquence prédite 
d'ERRa A5. Finalement, l'utilisation d'un shARN dirigé contre ERRa a permis de 
confirmer que la bande observée pourrait fort probablement correspondre à ERRa A5. 
Des lysats protéiques de cellules HT29 infectées avec un shARN dirigé contre ERRa 
dans une portion présente également dans ERRa A5 m'ont été fournis par l'assistant 
du laboratoire, Gérald Bernatchez. Ce shARN ne peut donc pas discriminer entre ERRa 
et ERRa A5. L’expression d’ERRa et d’ERRa A5 a ensuite été vérifiée par 
immunobuvardage. Nous pouvons observer que le shARN dirigé contre ERRa cible 
ERRa mais également la protéine présumée d'ERRa A5 puisque l'expression d’ERRa 
A5 est moins importante dans les cellules HT29 infectées avec un shARN spécifique à 
ERRa que dans des cellules infectées avec un shARN contrôle. Ces résultats suggèrent 
que la bande observée à 44kDa serait une protéine dérivée d'ERRa et donc fort 
probablement son variant d'épissage ERRa A5 (Figure 20B).
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Afin de s'assurer que ce variant d’épissage n’est pas spécifique à l'épithélium 
intestinal mais plutôt exprimé dans plusieurs organes, l'expression d’ERRa A5 a été 
vérifiée dans des lignées cellulaires de d’autres origines. Dans un premier temps, un 
immunobuvardage avec un anticorps spécifique pour ERRa fut réalisé dans des 
extraits protéiques de cellules pancréatiques normales, HPDE, ainsi que dans des 
extraits de lignées cancéreuses pancréatiques PANC1, MIA-PACA2 et BxPC3 (cellules 
gracieusement fournies par la Pre Marie-Josée Boucher, Département de Médecine, 
Université de Sherbrooke). Comme illustrée dans la figure 21, la protéine ERRa A5 a 
été détectée dans les quatre types de cellules pancréatiques étudiées à des niveaux 
variables suggérant que ce variant d’épissage pourrait être exprimé dans le pancréas 
humain. L’expression d’ERRa A5 fut également évaluée dans des extraits protéiques 
de cellules d’hépatocarcinome HepG2 fournis par le laboratoire de Pr François 
Boudreau (Département d’Anatomie et Biologie Cellulaire, Université de Sherbrooke) 
ainsi que dans des extraits de cellules de cancer mammaire MCF7. ERRa A5 a pu être 
détecté dans les cellules HepG2 mais pas dans les cellules MCF7 dans les conditions 
utilisées. Ces résultats suggèrent donc qu’ERRa A5 est exprimé par d'autres tissus que 
l'intestin et qu’il pourrait être exprimé de façon ubiquitaire comme ERRa.
Toujours dans le but de mieux connaître le patron d'expression du variant 
d’épissage ERRa A5, des cellules ou tissus provenant de d’autres espèces animales que 
l’humain furent testés. Les cellules CT26 et CT36 ont été utilisées comme modèle 
murin puisque celles-ci proviennent de carcinomes coliques isolés de souris. 
Également, les cellules IEC6 ont servi de modèle de rat puisque ce sont des cellules 
non transformées isolées d'iléon de rat. Dans les conditions utilisées, ERRa A5 a été 
détecté par immunobuvardage dans les cellules 1EC6 mais pas dans les cellules CT26 
et CT36 (Figure 22A). Par contre, l’expression d'ERRa A5 a été décelée dans 
l'épithélium colique isolée du côlon fraîchement prélevé d’un modèle murin de CCR. 
En effet, ERRa A5 est exprimé dans les tumeurs coliques retrouvées dans le modèle de 
cancer colorectal induit par la colite (AOM-DSS) ainsi que dans l’épithélium colique 
normal du même animal (Figure 22B). On n'observe également aucun changement 
d’expression entre le tissu normal et le tissu tumoral de ce modèle murin de CCR.
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Figure 21 -  Le variant d'épissage ERRa A5 est exprimé dans des cellules 
pancréatiques et hépatiques.
Les cellules normales pancréatiques HPDE, les cellules cancéreuses pancréatiques 
PANC1, MIA-PACA2 et BxPC3, les cellules d'hépatocarcinome HepG2 et les cellules de 
cancer mammaire MCF7 ont été lysées. Les protéines ERRa et ERRa A5 ont été 
détectées par immunobuvardage. Les temps de détection pour ERRa et ERRa A5 sont 
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Figure 22 -  Le variant d'épissage ERRa A5 est exprimé dans les cellules 
intestinales de souris et de rat.
(A) Les cellules murines de carcinome colique CT26 et CT36 ainsi que les cellules 
normales d’iléon de rat IEC6 ont été lysées. Les protéines ERRa et ERRa A5 ont été 
détectées par immunobuvardage. Une image représentative de trois expériences 
indépendantes est illustrée. (B) L'épithélium intestinal normal (N) ainsi que les 
tumeurs coliques (T) du modèle murin de cancer colorectal associé à la colite (AOM- 
DSS) ont été utilisés. Les protéines ERRa et ERRa A5 ont été détectées par 
immunobuvardage. Les temps de détection pour ERRa et ERRa A5 sont différents.
95
Bref, ces résultats démontrent qu’ERRa A5 est exprimé pas seulement chez l'humain 
mais également chez d’autres espèces animales comme la souris et le ra t
Lors de sa découverte, les auteurs rapportaient que le transcrit d’ERRa A5 était 
présent que dans le tissu normal alors que celui d’ERRa était présent dans les tissus 
normaux et cancéreux humains. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons analysé 
l'expression protéique d'ERRa A5 dans une trentaine d'échantillons de cancer 
colorectal et de marge de résection correspondante provenant d'une banque de tissus 
humains élaborée à l ’Université de Sherbrooke par hotre équipe. Comme illustrée à la 
figure 23, on note tout d’abord que l ’expression d’ERRa est augmentée dans les 
extraits provenant de la tumeur comparativement à ceux provenant de la marge de 
résection. Ce résultat concorde avec ce qui a déjà été rapporté dans la littérature et 
par notre équipe (Boudjadi et al., 2013; Cavallini et al., 2005). Par contre, nous n’avons 
observé aucune modulation significative des niveaux d’expression protéique d'ERRa 
A5 dans les échantillons de cancer colorectal comparativement au tissu sain adjacent 
En effet, même si une tendance à la baisse est notée pour certains échantillons 
cancéreux, cette modulation semble corréler avec les niveaux d’expression de la 
protéine contrôle utilisée ici, l'actine. Bref, aucune modulation claire n’est observée 
dans l'expression d'ERRa A5 dans des échantillons humains de cancer colorectal 
versus la marge de résection ni dans des échantillons tumoraux et normaux provenant 
d’un modèle murin (Figure 22B).
En résumé, les résultats présentés dans cette section démontrent qu’ERRa A5 
est exprimé dans plusieurs lignées cellulaires normales et cancéreuses intestinales 
humaines. De plus, la protéine ERRa A5 est également détectée dans des modèles 
cellulaires ou des tissus isolés de souris et de rat suggérant que ce variant d'épissage 
n'est pas exclusif à l'humain. Son expression n’est également pas restreinte à l'intestin 
puisque que la protéine ERRa A5 a pu être détectée dans des lignées cellulaires 
provenant de pancréas et de foie. Finalement, l ’expression d'ERRa A5 ne semble pas 
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Figure 23 -  L'expression protéique d'ERRa A5 est similaire entre les tumeurs 
coliques humaines et la marge de résection correspondante.
Les protéines totales ont été extraites de tumeurs colorectales (T) et de la marge de 
résection associée (M). Les protéines ERRa et ERRa A5 ont été détectées par 
immunobuvardage. Le temps de détection pour ERRa et ERRa A5 est différent. Un 
échantillonnage de 8 des 30 patients étudiés est illustré.
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3.2.3 La protéine ERRa A5 est rapidement dégradée par le protéasome.
Bien que la protéine ERRa A5 est détectée dans plusieurs modèles cellulaires 
provenant de différents organes et de différentes espèces animales, son expression est 
toujours faible comparativement à celle de la forme complète d’ERRa. Même 
lorsqu'une infection lentivirale est utilisée pour surexprimer ERRa A5 dans des 
lignées cellulaires cancéreuses du côlon, l'expression d'ERRa A5 obtenue est moins 
importante que celle normalement observée avec d'autres protéines. Ces observations 
suggèrent que la protéine ERRa A5 pourrait être instable et ainsi rapidement 
dégradée.
Le contrôle de la stabilité d’une protéine peut être traductionnel ou post- 
traductionnel. Afin d’investiguer si la stabilité de la protéine ERRa A5 est contrôlée de 
façon post-traductionnelle, un inhibiteur de la synthèse protéique, la cycloheximide 
(CHX) a été utilisée. Les cellules HCT116 infectées avec un plasmide encodant pour 
ERRa A5 ont donc été traitées avec la CHX (lOOpg/ml) pendant 0, 0.5, 1, 2, 4 et 6h 
après quoi les cellules étaient récoltées et lysées. La protéine ERRa A5 a ensuite été 
détectée par immunobuvardage. On observe une diminution rapide du niveau d'ERRa 
A5 après l'inhibition de la traduction avec la CHX, son niveau d'expression chutant de 
moitié dès 30 minutes après le traitement à la CHX (Figure 24A). Ces résultats 
suggèrent qu’ERRa A5 est instable et que sa stabilité est contrôlée par un mécanisme 
post-traductionnelle.
La dégradation des protéines est fréquemment exercée par le protéasome. 
Dans le but de vérifier si ERRa A5 est dégradé par cette structure, l’inhibiteur du 
protéasome MG132 a été utilisé. Les cellules HCT116 et DLD1 infectées avec un 
plasmide contrôle ou un plasmide encodant pour ERRa A5 ont donc été traitées avec 
le MG132 (lpM ) pendant 0, 4, 8 et 24h après quoi les cellules étaient récoltées et 
lysées. On observe que l'inhibition du protéasome entraîne une accumulation de la 
protéine ERRa A5 (Figure 24B). Dès 4h suite au traitement avec le MG132, le niveau 
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Figure 24 -  La protéine ERRa A5 a une courte demie-vie.
(A) Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 ont été infectées de façon lentivirale 
avec un plasmide vide ou un plasmide encodant pour ERRa A5. Les cellules ont été 
traitées avec l ’inhibiteur de la synthèse protéique, cycloheximide (CHX, 100ng/ml) de 
0.5 à 6h ou avec le véhicule seul (DMSO, 6h) avant d’être lysées. Les protéines ERRa 
et ERRa A5 ont ensuite été détectées par immunobuvardage. Une image 
représentative de trois expériences indépendantes est illustrée. (B) Les cellules 
cancéreuses du côlon HCÎ116 et DLD1 ont été infectées de façon lentivirale avec un 
plasmide vide ou un plasmide encodant pour ERRa A5. Les cellules ont ensuite été 
traitées avec l'inhibiteur du protéasome, MG132 (lpM ) de 0 à 24h avant d’être lysées. 
Les protéines ERRa et ERRa A5 ont ensuite été détectées par immunobuvardage. Une 
image représentative de trois expériences indépendantes est illustrée.
99
Les résultats précédents suggèrent qu'ERRa A5 est une protéine instable et 
rapidement dégradée par le protéasome. Ces observations pourraient expliquer en 
partie le faible niveau endogène d'ERRa A5 qui peut être détecté en 
immunobuvardage dans les multiples lignées cellulaires et tissus étudiés. Des 
traitements avec l'inhibiteur du protéasome MG132 ont donc été réalisés dans 
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses du côlon afin de vérifier si tout comme la 
protéine exogène, la protéine endogène d’ERRa AS est dégradée par le protéasome. 
Les cellules d'intérêt ont été traitées avec le MG132 (lpM ) de 0 à 24h avant d'être 
récoltées. Des lyses protéiques totales ont été effectuées excepté dans les cellules 
exprimant une faible quantité d'ERRa A5 où des enrichissements nucléaires ont été 
privilégiés afin de faciliter la détection par immunobuvardage.
Dans les cellules normales intestinales fœtales humaines HIEC, on note une 
augmentation de la quantité d'ERRa A5 détectée suite à un traitement MG132 autant 
dans les lysats totaux que nucléaires (Figure 25A). Ceci suggère que cette protéine est 
dégradée par le protéasome dans les cellules HIEC. Dans les cellules cancéreuses du 
côlon isolées de tumeurs primaires telles que les cellules HCT116, DLD1 et HT29, on 
remarque également une accumulation de la protéine ERRa A5 suite à l'inhibition du 
protéasome (Figure 25B). ERRa A5 semble donc dégradée par le protéasome autant 
dans des cellules où le niveau d'expression de cette protéine semblait faible comme 
dans les cellules HCT116 et DLD1 que dans des cellules exprimant un niveau plus 
important d'ERRa A5 telles que dans les cellules HT29. Finalement, dans les cellules 
cancéreuses du côlon isolées de métastases T84, la détection d'ERRa A5 est également 
plus importante dans les cellules traitées au MG132. Par contre, ERRa A5 n'est pas 
accumulé dans les cellules métastatiques LoVo suite à l'inhibition du protéasome 
(Figure 25C). Il est important de noter que pour toutes les lignées cellulaires étudiées, 
le niveau de détection de la forme complète ERRa n’est pas changé par l'inhibition du 
protéasome dans les conditions utilisées. Bref, ces résultats suggèrent qu’en général, 
la protéine ERRa A5 endogène est dégradée par le protéasome dans plusieurs lignées 
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Figure 25 -  La protéine ERRa A5 endogène est dégradée au protéasome.
(A) Les cellules intestinales normales HIEC, (B) les cellules cancéreuses du côlon 
isolées de tumeur primaire HCT116, DLD1, HT29 et (C) les cellules cancéreuses du 
côlon isolées de métastase T84 et LoVo ont été traitées avec l'inhibiteur du 
protéasome MG132 (lpM ) de 4 à 24h ou avec le véhicule seulement (DMSO). Les 
protéines ERRa et ERRa 05 ont été détectées par immunobuvardage. Des images 
représentatives de trois expériences indépendantes sont illustrées.
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En résumé, les résultats décrits dans cette section suggèrent que la protéine 
ERRa A5 est très instable et que sa stabilité est contrôlée par un mécanisme post- 
traductionnel. De plus, ce variant d'épissage est dégradé par le protéasome. Ces 
observations pourraient expliquer le faible niveau d’ERRa A5 endogène détecté dans 
les lignées utilisées.
3.2.4 L'expression d'ERRa A5 modifie les caractéristiques de cellules 
cancéreuses colorectales.
Plusieurs études récentes ont démontré qu'ERRa pouvait faciliter différents 
processus associés à la carcinogenèse comme le métabolisme énergétique, la 
prolifération cellulaire et l ’angiogenèse (Bianco et al., 2009; Deblois et Giguere, 2013; 
Villena et Kralli, 2008). Des travaux de notre laboratoire ont d'ailleurs démontré que 
la perte d’ERRa par ARN interférence réduisait de façon importante la croissance 
cellulaire de trois lignées cellulaires cancéreuses colorectales HCT116, DLD1 et HT29 
(Bernatchez et al., 2013). Puisqu’ERRa A5 agit comme dominant négatif sur l’activité 
d’ERRa, celui-ci pourrait être utilisé pour diminuer l'action d’ERRa et ainsi son 
potentiel tumorigénique. Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes 
principalement intéressés au rôle d’ERRa A5 dans la prolifération cellulaire.
Premièrement, nous avons surexprimé ERRa A5 par infection lentivirale dans 
les cellules cancéreuses du côlon HCT116. Les cellules infectées avec un plasmide 
encodant pour ERRa A5 ou un vecteur vide ont ensuite été ensemencées à même 
densité et la croissance cellulaire a été mesurée par décompte cellulaire jusqu'à 5 
jours post-ensemencement. On note une diminution significative des décomptes 
cellulaires dès 3 jours post-ensemencement dans les cellules surexprimant ERRa A5 
(Figure 26A). Deuxièmement, des essais MTT ont également été réalisés dans les 
cellules HCT116 contrôles (vecteur vide) et surexprimant ERRa A5. Les cellules sont 
encore une fois ensemencées à même densité et des essais MTT ont été conduits 
quotidiennement jusqu'à 3 jours post-ensemencement. Cet essai colorimétrique
A
102
— HCT116-W HCTII6 -ERR0 A5
1200000 1
1000000 -








1 2 4 50 3














Figure 26 -  ERRa A5 réduit la croissance cellulaire des cellules HCT116.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 sont infectées de façon lentivirale avec un 
plasmide surexprimant ERRa A5 ou un plasmide vide (W ). (A) Les cellules W  et 
ERRa A5 sont ensemencées à même densité et elles sont ensuite comptées à l’aide 
d’un hémacymètre à 1, 2, 3 et 5 jours post-ensemencement. (B) Les cellules W  et 
ERRa A5 sont ensemencées à même densité et un essai MTT est réalisé à 1, 2 et 3 
jours post-ensemencement. Les graphiques présentent une moyenne ± écart-type, * 
représente une signification statistique de p<0.05, ** de psO.Ol et *** de psO.OOl 
(n=3).
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permet de mesurer l'activité métabolique cellulaire et il peut entre autres être utilisé 
pour refléter le nombre de cellules viables dans une culture. Comme illustrée à la 
figure 26B, on note une diminution de l'absorbance mesurée suite à l ’essai MTT dans 
les cellules HCT116 surexprimant ERRa A5 comparativement aux cellules contrôles. 
Une différence significative est observée dès un jour post-ensemencement mais celle- 
ci est beaucoup plus importante après deux et trois jours suivant l’ensemencement 
Ces résultats suggèrent donc que la croissance cellulaire des cellules HCT116 est 
affectée négativement par la surexpression d'ERRa A5.
Une caractéristique importante des cellules cancéreuses est que celles-ci sont 
capables de croître en indépendance d'ancrage et cette capacité pourrait également 
être affectée par la surexpression d’ERRa A5. Ce phénomène peut être évalué à l'aide 
d’essai de croissance en indépendance d’ancrage. Pour ce faire, les cellules HCT116 
surexprimant ERRa A5 et les cellules contrôles ont été ensemencées dans un gel 
nutritif d’agarose à même densité et la formation de colonies par des cellules ayant la 
capacité de croître dans un environnement où l'adhésion est impossible a par la suite 
été évaluée. Le nombre de colonies formées par les cellules ERRa A5 est grandement 
diminué comparativement à celles formées par les cellules contrôles (Figure 27). Ces 
résultats confirment donc qu’ERRa A5 diminue la croissance des cellules HCT116 et 
suggèrent également qu'il pourrait modifier une des caractéristiques des cellules 
cancéreuses soit la capacité de croître en indépendance d’ancrage.
Finalement, l'expression de protéines directement impliquées dans le cycle 
cellulaire ou bien dans sa régulation a été étudiée dans les cellules HCT116 
surexprimant ERRa A5 et dans les cellules contrôles par immunobuvardage. 
L'expression du proto-oncogène c-myc, un facteur de transcription ayant un rôle de 
régulateur clé dans la prolifération cellulaire a tout d'abord été étudiée. On observe 
que dans deux des trois des expériences effectuées, son expression est inférieure dans 
les cellules HCT116 surexprimant ERRa A5 comparativement aux cellules contrôles 
(Figure 28). L'analyse densitométrique a révélé une diminution significative de 30% 
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Figure 27 -  ERRa A5 réduit la capacité des cellules HCT116 à croître en 
indépendance d’ancrage.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 sont infectées de façon lentivirale avec un 
plasmide surexprimant ERRa A5 ou un plasmide vide (W ). Elles sont ensuite 
ensemencées à même densité sur un gel d’agarose nutritif. Environ trois semaines 
suite à l’ensemencement, les colonies formées sont dénombrées. Les graphiques 
présentent une moyenne ± écart-type, ** représente une signification statistique de 
psO.Ol (n=3). Une image représentative est illustrée dans le panneau de droite.
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augmentant l’expression des protéines cyclines tout en diminuant l'expression de 
l ’inhibiteur du cycle cellulaire p21. Les protéines cyclines forment un complexe avec 
les protéines kinases cdks qui phosphoryleront différents substrats dont la protéine 
Rb. L’expression des différentes cyclines est périodique au cours du cycle cellulaire; 
par exemple, la cycline D1 est spécifique aux phases G1 et S. Dans le cadre de cette 
étude, son expression n’est pas significativement modulée par ERRa A5 dans les 
cellules HCT116. La phosphorylation de la protéine Rb par les complexes cycline/cdk 
est souvent utilisée comme un marqueur de transition dans le cycle cellulaire. 
Cependant, dans les cellules HCT116 surexprimant ERRa A5, l'expression et la 
phosphorylation de la protéine Rb demeurent similaires à celles observées dans les 
cellules contrôles. La phosphorylation de la protéine Rb par les cdks entraîne un 
changement de conformation libérant les facteurs de transcription E2F qui sont 
responsables par la suite de la transcription de plusieurs gènes encodant pour des 
protéines essentielles au bon déroulement du cycle cellulaire. L'expression d’E2F4 fut 
donc étudiée dans notre modèle mais aucun changement ne fut constaté en réponse à 
la surexpression d'ERRa A5. Plusieurs protéines inhibitrices régulent également le 
déroulement du cycle cellulaire telles que les protéines p l5  et p27 qui furent étudiées 
dans le cadre de ces travaux. Bien qu’aucun changement ne fût noté dans l'expression 
de la protéine p27, une légère augmentation de la protéine p l5  dans certains 
échantillons fut observée. Les analyses densitométriques ont démontré une légère 
augmentation moyenne de 15% bien que non statistiquement significative (p=0.17). 
Bref, dans la plupart des expériences où ERRa A5 est surexprimé dans les cellules 
HCT116, on observe une diminution de l'expression du proto-oncogène c-myc mais 
plusieurs l'expression d'autres protéines importantes impliquées dans la régulation 
du cycle cellulaire demeure inchangée. Ces résultats ne semblent pas supportés une 
régulation de la prolifération cellulaire et suggèrent donc que la diminution du 
nombre de cellules ou de colonies observée aux figures 26 et 27 ne peut être associée 
à une diminution majeure de la prolifération cellulaire.
La synchronisation des deux populations cellulaires pourrait faciliter 
l ’observation de changement dans l ’expression des protéines du cycle cellulaire. Donc,
Figure 28 -  ERRa A5 module l'expression de protéines impliquées dans le cycle 
cellulaire.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 ont été infectées avec un plasmide 
encodant pour ERRa A5 ou un plasmide vide (W )- Les protéines totales ont ensuite 
été extraites et plusieurs protéines impliquées dans le cycle cellulaire ont été 
détectées par immunobuvardage. Trois expériences indépendantes sont illustrées.
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les cellules HCT116 contrôles et surexprimant ERRa A5 ont été synchronisées et 
restimulées à entrer dans le cycle cellulaire à l’aide de sérum afin d'analyser plus en 
profondeur le cycle cellulaire dans les deux populations de cellules. Les cellules ont 
ensuite été récoltées à différents temps et le niveau de phosphorylation de Rb a été 
vérifié par immunobuvardage pour vérifier le déroulement du cycle cellulaire puisque 
sa phosphorylation change grandement au cours des phases du cycle cellulaire, ce qui 
pourrait donc faciliter la détection de changement. On note que la phosphorylation de 
Rb est très similaire dans les deux populations de cellules et ce à tous les temps 
étudiés. Par exemple, dès 4h suivant la stimulation au sérum, la protéine Rb est 
principalement sous forme phosphorylée dans les deux populations cellulaires 
suggérant que le cycle cellulaire proprement d it ne semble pas affecté dans les cellules 
HCT116 surexprimant ERRa A5 (Figure 29). Par contre, il est important de noter que 
l’expression d’ERRa A5 varie selon le cycle cellulaire suggérant que son impact sur 
l’activité d'ERRa pourrait également être variable au cours du cycle cellulaire
La protéine c-myc régule généralement positivement le cycle cellulaire. Par 
contre, sous un fort signal hyperprolifératif, c-myc peut induire l ’apoptose entre autre 
via l'induction de la protéine pl4ARF. pl4ARF peut induire un arrêt du cycle cellulaire 
via l ’activation séquentielle de p53 et p21. De plus, il peut également induire une 
réponse apoptotique. Dans les cellules ERRa A5, on note une diminution de 
l'expression de pl4ARF dans deux des trois expériences indépendantes présentées 
comparativement aux cellules contrôles. Les analyses densitométriques révèlent une 
diminution moyenne de 50% bien que non significative (p=0.09). Cette observation 
pourrait être associée à la diminution de c-myc également observée dans les cellules 
HCT116-ERRa A5. Également, l'induction d'une réponse apoptotique dans les cellules 
HCT116 surexprimant ERRa A5 pourrait contribuer à la diminution de croissance 
cellulaire observée. Afin de vérifier la réponse apoptotique dans ces cellules, nous 
avons détecté par immunobuvardage la forme clivée de PARP, une protéine clivée par 
les caspases au cours de la réponse apoptotique. Comme illustrée à la figure 30, on 
note une hausse de PARP clivée détectée dans les cellules HCT116-ERRa A5 
suggérant qu'une réponse apoptotique accrue pourrait être présente dans ces cellules.
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Figure 29 -  ERRa A5 n'affecte pas le déroulement du cycle cellulaire dans les 
cellules HCT116.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 ont été infectées de façon lentivirale avec 
un plasmide surexprimant ERRa A5 ou un plasmide vide (W ). Les cellules ont ensuite 
été synchronisées par privation de sérum durant 48h. Par la suite, l'entrée dans le 
cycle cellulaire a été stimulée par la réintroduction du sérum et les cellules ont été 
récoltées à différents temps. La détection d'ERRa, ERRa A5 et de Rb a été réalisée par 
immunobuvardage. Une image représentative de trois expériences indépendantes est 
illustrée.
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Figure 30 -  ERRa A5 induit une réponse apoptotique.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 ont été infectées avec un plasmide 
encodant pour ERRa A5 ou un plasmide vide (W ). Les protéines totales ont ensuite 
été extraites et plusieurs protéines impliquées dans l’apoptose ont été détectées par 
immunobuvardage. Trois expériences indépendantes sont illustrées.
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Les analyses densitométriques ont démontré une augmentation moyenne de 2.5 fois 
(p=0.04). L’expression de la caspase 7 clivée est également augmentée de 1.76 fois 
(p=0.07) dans les cellules HCT116-ERRa A5 comparativement aux cellules HCT116 
contrôles (Figure 30). Cependant, l’expression d’homologues BCL2 comme BAX, BCL2 
et MCL1 qui orcheste la voie intrinsèque de l ’apoptose demeure inchangée (Figure 
30). Bref, les changements d'expression de PARP clivé et caspase 7 clivée suggèrent 
que l’apoptose pourrait être changé entre les deux populations de cellules à l'étude.
En résumé, les résultats présentés jusqu'à présent dans cette section 
démontrent une croissance cellulaire altérée dans les cellules HCT116 surexprimant 
ERRa A5. Bien qu’un changement d'expression l'oncogène c-myc soit observé, les 
modifications dans l ’expression de protéines associés au cycle cellulaire demeurent 
restreintes laissant croire que d'autres phénomènes pourraient être impliqués tels 
que l'apoptose. Le changement d'expression de PARP clivé et de caspase 7 clivée 
supporte cette hypothèse. L'adhésion cellulaire pourrait également participer au 
changement de croissance cellulaire observé d'autant plus que la perte d'adhésion 
peut amener à une réponse apoptotique, l'anoikose. En effet, une mauvaise adhésion 
des cellules HCT116-ERRa A5 pourrait expliquer le nombre plus faible de cellules lors 
de décompte cellulaire ainsi que la formation réduite de colonies en agar mou.
Des études précédentes du laboratoire avaient d’ailleurs suggéré que 
l’expression de plusieurs gènes associés à l'adhésion cellulaire était altérée suite à la 
perte d'ERRa par shARN dans les cellules HCT116 (résultats non publiés). En effet, 
des études de micropuces à ADN suggéraient que l'adhésion cellulaire pourrait être 
modifiée par ERRa. On retrouvait entre autres une modulation de gènes encodant 
pour des composantes de la matrice (fibronectine, collagène, néphronectine, ...), des 
intégrines, des lamines ou d'autres molécules impliquées dans les jonctions cellulaires 
(cadhérine, caténines,...) dans les cellules HCT116 exprimant un shARN dirigé contre 
ERRa. Ces observations suggèrent donc que l’adhésion cellulaire pourrait également 
être altérée dans les cellules HCT116 surexprimant ERRa A5.
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Quotidiennement, lors de la culture des cellules HCT116-ERRa A5, on notait 
que celles-ci décollaient beaucoup plus facilement des Pétris cellulaires que les 
cellules contrôles suggérant une adhésion plus faible. Afin de documenter ce 
phénomène, nous avons vérifié le temps nécessaire à la déadhésion des deux 
populations de cellules à l’étude. Des résultats préliminaires suggèrent que le temps 
nécessaire pour déadhérer complètement les cellules HCT116-ERRa A5 est réduit 
d’environ 30% comparativement à celui nécessaire pour les cellules contrôles (Figure 
31A). Ces observations suggèrent qu'ERRa A5 pourrait réduire l’adhésion des cellules 
HCT116. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons effectué des essais d’adhésion 
sur plastique avec les deux groupes de cellules. Comme illustrée à la figure 31B, 
l ’adhésion des cellules HCTllô-ERRa A5 est réduite versus celle des cellules 
contrôles suggérant encore une fois un problème d'adhésion cellulaire. Ces résultats 
préliminaires suggèrent donc que l'adhésion cellulaire semble affecté suite à la 
surexpression d'ERRa A5 dans les cellules HCT116, par contre les protéines 
impliquées dans ce changement demeurent à être identifiés.
En résumé dans le cadre du projet 2, nous avons observé qu’ERRa et ERRa A5 
sont localisés dans le même compartiment cellulaire c'est-à-dire le noyau et que ces 
deux protéines peuvent physiquement interagir. Également, ERRa A5 peut agir 
comme dominant négatif sur ERRa ce qui résulte en une diminution de l'activité 
transcriptionnelle d’ERRa ainsi qu'en une réduction importante de l’expression de 
certains de ces gènes cibles. La protéine ERRa A5 bien que difficilement détectable 
serait présente dans plusieurs lignées cellulaires colorectales, pancréatiques et 
hépatiques. ERRa A5 serait également présent dans d'autres espèces que l'humain 
comme la souris et le rat. De façon intéressante, la protéine ERRa A5 est instable et 
dégradée au protéasome suggérant que son activité pourrait être transitoire. 
Finalement, la surexpression d'ERRa A5 dans les cellules cancéreuses du côlon 
HCT116 diminue la croissance cellulaire. Des résultats suggèrent qu'ERRa A5 pourrait 
augmenter l ’apoptose et diminuer l'adhésion cellulaire mais des essais fonctionnels 
seront nécessaires pour confirmer ces hypothèses.
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Figure 31 -  ERRa A5 réduit l'adhésion cellulaire des cellules HCT116.
Les cellules cancéreuses du côlon HCT116 ont été infectées de façon lentivirale avec 
un plasmide surexprimant ERRa A5 ou un plasmide vide (W ). (A) Les cellules ont été 
ensemencées à même densité et deux jours post-ensemencement, des essais de 
déadhésion ont été réalisés. Le graphique présente une moyenne ± écart-type, *** 
représente une signification statistique de p<0.001. Une image représentative de deux 
expériences indépendantes est illustrée. (B) Les cellules ont été ensemencées à même 
densité et après 30 minutes d'adhésion, les cellules adhérées ont été dénombrées. Le 
graphique présente une moyenne ± écart-type, *** représente une signification 
statistique de psO.OOl. Une image représentative de deux expériences indépendantes 
est illustrée.
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4. DISCUSSION ET CONCLUSION
4.1 PROJET 1 : ERp ET INFLAMMATION INTESTINALE
Les maladies inflammatoires intestinales (M il) regroupant la maladie de Crohn 
(CD) et la colite ulcéreuse (UC) sont des maladies, multi-factorielles qui indisposent 
grandement les patients atteints et qui peuvent même mener au cancer colorectal. 
Une meilleure compréhension de ces pathologies et le développement de nouvelles 
thérapies sont donc essentiels pour améliorer la qualité de vie des gens souffrant de 
M il (Bamias et Cominelli, 2007; Bouma et Strober, 2003; Cho, 2008; Macdonald et 
Monteleone, 2005; Podolsky, 1991; Zhong et al., 2008). L’engouement est grandissant 
dans ce domaine de recherche biomédicale; par exemple, plusieurs études animales et 
cellulaires ont démontré que l'œstrogène diminue l'inflammation intestinale (Gunal et 
al., 2003; Houdeau et al., 2007; Verdu et al., 2002). Cette hormone stéroïdienne agit 
principalement via l ’interaction avec ses récepteurs spécifiques ERa et ERp. 
L’isoforme prédominant dans l ’épithélium intestinal est ERP et tout porte à croire que 
l’effet anti-inflammatoire de l’œstrogène serait attribuable à ce récepteur (Campbell- 
Thompson et al., 2001; Konstantinopoulos et al., 2003).
4.1.1 ERp et l'inflammation intestinale chez la souris.
Dans le cadre de cette étude, nous avons investigué le rôle d'ERp dans 
l ’inflammation intestinale. Premièrement, nous avons vérifié la susceptibilité des 
souris ERp+/+ (WT) et ERp /- (KO) à une colite induite chimiquement par l ’ajout du 
détergent DSS à l'eau de boisson des animaux. Une augmentation des signes cliniques 
et histologiques d'inflammation intestinale ainsi qu'une augmentation du 
raccourcissement du côlon ont été observées dans les souris déficientes pour ERP 
comparativement aux souris contrôles suggérant qu’ERp protège contre la colite. Ces 
résultats concordent exactement avec les fonctions anti-inflammatoires qui avaient 
été associées à l ’œstrogène dans le modèle DSS mais également dans d’autres modèles 
animaux de colite (Gunal et al., 2003; Houdeau et al., 2007; Verdu et al., 2002). Les
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études documentant la participation d’ERp dans le rôle protecteur d'œstrogène contre 
la colite sont moins nombreuses. Néanmoins, l'équipe de Gustafsson, lors de 
l'investigation du phénotype intestinal de la souris déficiente pour ERp, avait rapporté 
une infiltration sous-épithéliale du tissu lymphoïde dans le côlon proximal des souris 
ERp /- âgées de 4 mois qui s'estompait par contre en vieillissant Également, certaines 
jonctions cellulaires telles que les jonctions serrées et les desmosomes étaient 
altérées dans l'épithélium colique des souris ERp KO, ce qui pourrait donner naissance 
à un défaut de perméabilité de la barrière intestinale et donc de la réponse 
inflammatoire innée contre la microflore intestinale (Wada-Hiraike et al., 2006). Bien 
que seulement de légères anomalies ne soient observées dans leur côlon, les souris 
déficientes pour ERp sont plus sensibles à un modèle de cancer colorectal associé à la 
colite (AOM-DSS). En effet, les souris ERp /- développent une colite plus sévère; les 
auteurs rapportent entre autres une hausse de l’activité de la maladie, un 
raccourcissement plus important du côlon et une infiltration accrue de cellules 
inflammatoires à l'analyse histologique du côlon (Saleiro et al., 2012). Nos résultats 
concordent entièrement avec ceux présentés par cette équipe bien que dans le cas de 
leurs travaux, les souris ne sont pas soumises seulement à un traitement DSS mais 
également à un traitement avec un puissant carcinogène, l’AOM. Nos résultats 
confirment de façon plus spécifique que les souris ERp /- sont plus susceptibles à 
l'induction d’une colite aigüe et non seulement à la majoration de la carcinogenèse 
induite par l'AOM conjointement à une colite chronique. L’utilisation de modèles 
murins déficients pour un gène d'intérêt soulève toujours la possibilité qu'un gène 
similaire puisse compenser pour la perte du gène d'intérêt Dans le cas de cette étude, 
une augmentation de l’expression d'ERa pourrait compenser pour la perte d’ERp. 
Cependant, des études immunohistochimiques réalisées par Armstrong et 
collaborateurs ont démontré que dans le côlon des souris ERp /-, la protéine ERp n’est 
pas exprimée et celle d'ERa n’est pas induite (Armstrong et al., 2013). Ces résultats 
supportent donc les résultats présentés dans cette thèse comme quoi la déficience 
d'ERp augmente la sévérité d’une colite induite par le DSS. Par conséquent, ERP 
pourrait protéger contre le développement d'inflammation intestinale et cibler
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pharmacologiquement ce récepteur pourrait être une avenue thérapeutique pour les 
patients atteints de Mil.
Nous avons donc activé ERp de façon pharmacologique avec un agoniste 
sélectif pour ERp, le diarylpropionitrile (DPN) dans des souris WT préalablement à 
l'induction d'une colite à l’aide du DSS. Un traitement préventif avec le DPN diminue la 
susceptibilité à la colite induite par le DSS comme en témoigne la réduction des signes 
cliniques et histologiques d’inflammation intestinale ainsi qu’un raccourcissement 
moindre du côlon. Nous avons choisi cet agoniste puisque nous l’avions déjà utilisé 
lors de mes travaux de maîtrise pour démontrer son potentiel thérapeutique dans un 
modèle murin du cancer du côlon (Giroux et al., 2011). De plus, nous avons noté dans 
les travaux présentés ici que le traitement au DPN augmente de 2.76 fois l'expression 
du transcrit d'ERp témoignant de l'efficacité du DPN. En effet, l'activation d’ERp est 
connue pour conduire à la régulation de la transcription de son propre promoteur (Li 
et al., 2000; Vladusic et al., 2000). Également, nos travaux antérieurs suggéraient 
qu’un traitement au DPN dans un modèle murin du cancer de côlon n'activait pas ERa 
supportant que l’utilisation du DPN comme agoniste d'ERp était adéquate pour l ’étude 
présentée ici (Giroux et al., 2011). Bien que cet agoniste soit un des plus utilisés dans 
la littérature, une autre molécule, ERB-041, a déjà fait ses preuves comme agent 
thérapeutique dans un modèle animal de M il. En effet, cet agoniste sélectif pour ERp 
diminue de façon dose-dépendante la diarrhée dans le modèle transgénique de colite 
HLA-B27 ainsi que les signes histologiques d'inflammation (Harris et al., 2003). Nos 
résultats obtenus avec le DPN dans le modèle DSS concordent avec les résultats 
obtenus avec le ERB-041 dans le modèle HLA-B27 et suggèrent que le potentiel 
thérapeutique d’un agoniste ERp contre l'inflammation intestinale ne semble pas 
drogue- ou modèle-spécifique. Dans le cadre de notre étude, nous avons privilégié un 
traitement avec le DPN préalable à l'induction de la colite afin de s'assurer d’une 
activation suffisante d'ERp dès le début de l’inflammation. Par contre, ces résultats ne 
nous informent que du potentiel préventif et non du potentiel thérapeutique de cette 
drogue. À cette fin, on devrait plutôt refaire des études animales pour lesquelles le 
traitement avec le DPN débuterait pendant ou après l'induction de la colite avec le
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DSS. De façon intéressante, l'ERB-041 ou prinaberel (Pfizer) est présentement en essai 
clinique pour la maladie de Crohn mais également pour l'arthrite rhumatoïde et 
l’endométriose. Actuellement, cette drogue est considérée sécuritaire et bien tolérée 
lorsqu'administrée oralement mais malheureusement elle semble inefficace jusqu’à 
présent pour le traitement de l ’arthrite rhumatoïde (Roman-Blas et al, 2010). 
Cependant, les résultats de l’essai clinique évaluant l ’efficacité du ligand ERB-041 
contre la CD ne sont toujours pas publiés. En résumé, nos résultats portent à croire 
qu’un agoniste pour ERp tel que le DPN ou l'ERB-041 pourrait être utilisé chez les 
patients atteints de M il afin de prévenir de nouvelles épisodes actives de la maladie.
Les patients atteints de M il ont un risque plus élevé de développer un cancer 
colorectal et le traitement de ces pathologies est donc nécessaire non seulement pour 
améliorer la qualité de vie des patients mais également pour prolonger leur espérance 
de vie. Cibler ERp est donc d'un grand intérêt puisqu'il a déjà été rapporté que ce 
récepteur protège contre le développement de cancer colorectal dans des modèles 
murins. Par exemple, mes travaux de maîtrise avaient démontré que l ’utilisation du 
DPN dans le modèle murin de carcinogenèse colorectale APCMin/+ réduisait la 
m ultiplicité tumorale (Giroux et al., 2011).
Finalement, il est important de noter que l ’effet du DPN sur le modèle de colite 
induite au DSS présenté ici est plus important chez le mâle que chez la femelle. La 
même observation avait été faite dans le modèle APCWin/+ dans mes travaux 
antérieurs. Chez la femelle, la signalisation d'ERp est déjà partiellement activée par les 
ligands endogènes réduisant donc l ’impact d'une activation additionnelle. Par contre, 
chez le mâle, le niveau endogène d’œstrogène est plus faible augmentant ainsi l ’impact 
d’une activation d’ERp à l'aide du DPN. Nos résultats suggèrent donc que le DPN 
pourrait être une meilleure cible thérapeutique chez l'homme ou les femmes post- 
ménopausées que chez les femmes produisant encore un niveau élevé d’œstrogène. 
Cette hypothèse concorde d'ailleurs avec des résultats obtenus chez le rat qui suggère 
que la perméabilité colique est variable au cours du cycle menstruel laissant présager 
que l’activité de la colite pourrait également changer selon les niveaux circulant 
d’œstrogène et de progestérone (Braniste et al., 2009).
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4.1.2 ERp et l'inflammation intestinale chez la souris - Mécanismes
Bien que la démonstration que l'œstrogène diminue l'inflammation intestinale 
via ERp ne soit plus à faire, les mécanismes impliqués dans cette action sont moins 
bien documentés. Présentement, deux principaux mécanismes sont proposés : une 
signalisation croisée entre NF-kB et les ER ainsi qu’une régulation de la perméabilité 
de la barrière épithéliale. Il est connu que l ’œstrogène peut inhiber la signalisation de 
NF-kB en empêchant la liaison de ce facteur de transcription avec l'ADN ou en 
facilitant son inhibition par son inhibiteur naturel, IkB (Kalaitzidis et Gilmore, 2005). 
NF-kB est grandement impliqué dans le système immunitaire intestinal où il promeut 
la transcription de multiples cytokines importantes comme le TNFa, l’IL -ip  et l'IL-6 
ainsi que de chimiokines comme l’IL-8.
Dans notre modèle de souris DSS traitées avec le DPN, nous avons d’ailleurs 
observé une réduction d’expression du transcrit de TNFa dans le côlon distal 
comparativement aux souris contrôles. Cette observation pourrait résulter d’une 
activation moindre de la voie NF-kB qui résulterait en une production réduite de 
cytokines inflammatoires comme le TNFa. Ces résultats concordent avec ceux 
rapportés par Saleiro et al. c’est-à-dire une augmentation du marquage nucléaire de 
NF-kB dans le côlon des souris ERp /- en association avec une expression accrue des 
transcrits de TNFa, d’IL-6, d’IL-17, d'IFNy (Saleiro et al., 2012). En résumé, dans notre 
modèle, l ’expression réduite du TNFa suggère une inhibition de la signalisation de NF- 
kB suite à l’activation d’ERp par le DPN mais des expériences supplémentaires 
seraient nécessaires pour confirmer cette hypothèse. L'activation de la voie NF-kB 
pourrait être documentée de plusieurs façons telles que par la localisation nucléaire 
de NF-kB (RelA et p50) en immunofluorescence et par la détection de la forme 
phosphorylée de l'inhibiteur naturel de NF-kB, IkB par immunobuvardage. En effet, 
lorsque la voie NF-kB est activée, les inhibiteurs IkB qui séquestrent normalement NF- 
kB au cytoplasme sont phosphorylés par la kinase IKK et sont ensuite ubiquitinés et 
dégradés par le protéasome alors que NF-kB pourra transloquer au noyau et 
transcrire ses gènes cibles comme TNFa. La phosphorylation d'iKB est donc
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fréquemment utilisée comme marqueur d'activation de la voie de signalisation de NF- 
kB.
Deuxièmement, la perméabilité de la barrière épithéliale pourrait être affectée 
par ERp. La première ligne de défense du système immunitaire intestinal est sans 
contredit la barrière physique formée par l'épithélium ce qui empêche le contact entre 
les bactéries de la flore intestinale et les cellules immunes résidentes de la muqueuse 
intestinale. En effet, la perméabilité de l'épithélium colique est augmentée par 
l ’ovariectomie chez le rat suggérant que les hormones sexuelles féminines comme 
l'œstrogène sont nécessaires au bon établissement de la barrière épithéliale. 
Également, l ’activation spécifique d’ERp avec le DPN diminue la perméabilité 
épithéliale chez des rates ovariectomisées corrélant également avec une expression 
accrue des molécules de jonctions, occludine et JAM-A suite au traitement des cellules 
cancéreuses du côlon Caco-2 avec un agoniste d'ERp (Braniste et al., 2009). Aussi, la 
résistance transépithéliale est augmentée suite à un traitement avec le DPN d'une 
monocouche de cellules cancéreuses du côlon T84 (Looijer-van Langen et al., 2011). 
Tous ces résultats suggèrent grandement que l'activation d'ERp diminue la 
perméabilité de l'épithélium diminuant ainsi les contacts possible entre les bactéries 
pathogènes et le système immunitaire intestinale. Cette fonction d'ERp pourrait sans 
contredit participer à l’effet du DPN observé dans notre modèle de colite induite avec 
le DSS bien que la barrière soit grandement fragilisée dans ce type de modèle animal.
Dans les travaux présentés dans cette thèse, nous suggérons un nouveau 
mécanisme par lequel ERp pourrait avoir des fonctions anti-inflammatoires dans le 
côlon soit la régulation de la voie de signalisation du TGFp. Les TGFPs (TGFpi, TGFp2, 
TGFp3) sont des cytokines anti-inflammatoires importantes dans la tolérance du 
système immunitaire intestinal face aux bactéries commensales. Dans l'étude 
présentée ici, nous avons montré que le DPN augmente l ’expression des transcrits de 
TGFpi, TGFp2 et TGFP3 dans le côlon inflammé du modèle animal de colite induit au 
DSS. Ceci suggère une augmentation du signal anti-inflammatoire qui résulte en une 
colite moins sévère.
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La régulation de la voie du TGFp par ERp avait été soulevée dans notre 
laboratoire par des expériences de micro-puces à ADN qui avaient révélé un 
enrichissement de nombreux gènes associés à la voie du TGFp dans le côlon de souris 
traitées à l'œstrogène de façon ERP-dépendante (Giroux et al., 2008). Par la suite, 
nous avions démontré que dans le modèle murin de cancer colorectal APCMin/+, un 
traitement avec le DPN augmente l'expression des transcrits de TGFpi et de TGFP3. 
Le niveau de Smad2 phosphorylé témoignant de l'activation de la cascade de 
signalisation était également augmenté chez les souris traitées avec le DPN 
comparativement aux souris contrôles, tout comme sa localisation nucléaire. 
Finalement, l'expression de p27, un inhibiteur du cycle cellulaire et gène cible du 
TGFP dans les colonocytes était également augmentée en immunobuvardage (Giroux 
et al., 2011). Nos résultats confirment donc que le DPN augmente l'expression des 
ligands TGFp non seulement dans un modèle de cancer colorectal mais également 
dans un modèle de colite. Afin de confirmer que la voie du TGFp est activée suite au 
traitement DPN dans notre modèle animal, nous pourrions vérifier l'expression et la 
localisation de phospho-Smad2 par immunobuvardage et immunofluorescence, 
respectivement. Bref, cette régulation du TGFp par ERp pourrait contribuer aux 
fonctions anti-inflammatoires de l'œstrogène dans l'intestin.
4.1.3 ERp et la voie du TGFp -  Contribution de l'épithélium
Comme décrit précédemment, l ’activation d'ERp avec le DPN augmente 
l'expression des transcrits du TGFP dans le côlon inflammé des souris DSS. Le tissu 
utilisé pour ces expériences de Q-PCR était constitué du côlon distal en entier c’est-à- 
dire l ’épithélium résiduel mais également les cellules immunitaires, stromales, 
musculaires, endothéliales ou autres formant l ’intestin. Il nous est donc impossible de 
déterminer la provenance du TGFP mesuré; cette observation pourrait donc résulter 
d'un changement dans le nombre et l'activation des cellules immunitaires dans 
l'intestin ou bien d'un changement de l ’expression du TGFP par les cellules 
épithéliales directement En effet, dans la muqueuse colique, le TGFp est produit par
120
les cellules immunitaires mais également par les cellules épithéliales qui régulera 
ensuite la sécrétion de cytokines par les cellules immunitaires (Artis, 2008; Feagins, 
2010).
Afin de pallier à cette lim ite de notre étude animale et d’identifier si une 
régulation du TGFp par ERp se produit dans des cellules épithéliales intestinales, des 
études cellulaires ont été réalisées dans une des rares lignées intestinales sensibles au 
TGFp, les cellules LS1034. Malheureusement, ces cellules sont d’origine cancéreuse et 
ne peuvent donc pas être considérées comme des colonocytes normaux. Par contre, 
elles expriment et sécrètent le TGFP et sa signalisation n'est pas affectée 
contrairement aux autres cellules cancéreuses du côlon qui présentent fréquemment 
des mutations dans TGFBRII ou SMAD4. Cependant, elles expriment peu d'ERp 
puisque l’expression de cette protéine est réduite dans le cancer colorectal, ce qui 
nous a forcé à surexprimer ERp par transfection dans ces cellules (Campbell- 
Thompson et al., 2001; Foley et al., 2000; Konstantinopoulos et al., 2003).
Nos travaux démontrent que le DPN augmente l'expression des transcrits de 
TGFpi, TGFP2 et TGFP3 dans les cellules LS1034-ERP. Le niveau de phosphorylation 
de Smad2 est également augmenté par le DPN de façon dose- et temps-dépendante. 
Également, l ’activité transcriptionnelle sur les éléments de réponse sensibles au TGFP 
est accrue suite à un traitement au DPN des cellules LS1034-ERp. Tous ces résultats 
démontrent que l’activation d'ERp augmente la signalisation du TGFp dans les cellules 
épithéliales. La production de TGFp par les cellules épithéliales pourrait ensuite 
modifier la production d'autres cytokines par les cellules immunitaires et ainsi 
réduire la réponse inflammatoire induite entre autres dans les Mils. En effet, la 
réponse induite au sein de cellules épithéliales suite à l'activation de PRR participe à 
l ’activation et la maturation des cellules immunitaires résidentes suite à la sécrétion 
de nombreuses cytokines et chimiokines (Artis, 2008; Feagins, 2010). Le TGFp peut 
également faciliter la restitution épithéliale pour permettre la guérison des blessures 
engendrées par la colite (Sturm et Dignass, 2008).
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Dans le cadre de cette étude, la quantification de la concentration de TGFp dans 
le milieu de culture suite au traitement au DPN par ELISA aurait été nécessaire pour 
confirmer que les cellules LS1034-ERP ont sécrété du TGFp. Cependant, puisque la 
voie de signalisation a été démontrée comme étant activée dans ces mêmes cellules, 
tout porte à croire que les récepteurs membranaires du TGFp ont été stimulés par un 
ligand extracellulaire qui avait donc été sécrété par les cellules en culture. Par 
conséquent, ces résultats suggèrent donc qu'une régulation de la voie du TGFP par 
ERp dans les cellules épithéliales intestinales pourrait expliquer en partie les 
observations faites chez la souris. Par contre, on ne peut écarter que l'œstrogène 
pourrait également agir directement sur les cellules immunitaires. En effet, il est 
connu que l ’œstrogène peut réguler l'activité de plusieurs types de cellules 
immunitaires comme les lymphocytes B et T, les macrophages, les cellules 
dendritiques et les cellules NK mais également réguler leur production de plusieurs 
facteurs inflammatoires comme NF-kB, IL -ip , IL-6, IL-8 et TNFa (Straub, 2007). 
Également, le nombre plus faible de cellules immunitaires dans le côlon inflammé des 
souris traitées au DPN comparativement à celles traitées avec le véhicule seulement 
pourrait expliquer en partie l'expression plus faible de TGFp suite à un traitement au 
DPN.
Bien que nos résultats démontrent que la voie du TGFP est plus active dans les 
cellules LS1034-ERp traitées avec le DPN, le mécanisme par lequel ERP régule la 
signalisation du TGFP n'est pas identifié. Puisque l ’expression d’ARNm des ligands est 
augmentée suite à un traitement au DPN, il est possible que ceux-ci soient des gènes 
cibles d'ERp. Par contre, aucun élément de réponse classique n'est retrouvé dans les 
promoteurs des gènes TGFpl, TGFP2 et TGFP3 bien que celui de TGFp3 peut quand 
même être activé par l ’agoniste sélectif d'ERp, le DPN (Harrington et al., 2003). En 
effet, le gène de TGFP3 est activé par des métabolites de l'œstrogène et des 
antagonistes des ERs, et ce sans nécessiter la liaison d'un ER à l'ADN. Cette activation 
non classique nécessiterait plutôt une protéine adaptatrice, cependant, on ne connait 
pas la protéine qui lierait l’ADN en réponse aux œstrogènes et qui activerait 
l'expression de TGFP3 (Yang et al., 1996a; Yang et al., 1996b). Ce type de régulation
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n'est pas inhabituel, il a également été rapporté dans le cadre de d’autres promoteurs 
comme celui du gène IL-6 (Bryant et al., 1999). De plus, les promoteurs des gènes 
TGFP comprennent des éléments de réponse AP-1 qui eux peuvent agir comme 
éléments non classiques de réponse à l'œstrogène (Roberts et al., 1991). Afin de 
vérifier si le DPN régule directement l ’expression de ces gènes, des essais luciférases 
avec les promoteurs des gènes du TGFP dans les cellules LS1034 seraient nécessaires. 
ERp pourrait également réguler la transcription de d'autres effecteurs de la voie du 
TGFp. De plus, il a été démontré que l'œstrogène régule positivement l’expression des 
métalloprotéinases MMP2 et MMP9 qui peuvent cliver la forme latente du TGFP et 
ainsi libérer la forme active (Nilsson et al., 2007). Pour vérifier cette hypothèse, on 
pourrait vérifier par immunobuvardage le statut des formes latentes et actives du 
TGFP dans les cellules LS1034 traitées ou non avec le DPN.
Également, une interaction directe entre ERp et une composante de la voie du 
TGFP pourrait également être possible comme ce fut déjà rapportée pour Smad3 et 
Smad4. Par contre, la résultante de ces interactions sur la signalisation de la voie du 
TGFp demeure incertaine et pourrait être dépendante des cellules à l’étude (Matsuda 
et al., 2001; Refojo et al., 2003). Il est même rapporté qu’ERa pourrait inhiber la 
signalisation par le TGFp via l ’ubiquitination et la dégradation de Smad 2/3 (Ito et al., 
2010). Bien que ce résultat aille à l'encontre de nos observations, les rôles d’ERa et 
d’ERp sont souvent opposés et donc, ERp pourrait contrecarrer l’effet non gértomique 
d'ERa sur la signalisation par le TGFp. Finalement, la voie non génomique des ERs 
ainsi que la voie SMAD-indépendante du TGFP font tous deux appels à des effecteurs 
communs comme Ras et PI3K (Barton, 2012; Derynck et Zhang, 2003). Leur 
signalisation pourrait donc être croisée et avoir des répercussions sur la signalisation 
de l’autre voie.
4.1.4 ERp et l'inflammation -  Contribution de la voie du TGFp
Les études présentées jusqu'à présent démontrent qu'un traitement préventif 
avec le DPN réduit le développement d’inflammation intestinale dans un modèle
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animal de colite et qu’il augmente l'expression des transcrits de TGFpi, TGFP2 et 
TGFP3 dans le côlon inflammé des animaux. Également, le DPN augmente la 
signalisation du TGFp dans les cellules LS1034. Par contre, ces observations ne nous 
permettaient pas de conclure que le DPN atténue la réponse inflammatoire 
directement dans les colonocytes et que la voie du TGFp contribue à cet effet anti­
inflammatoire d'ERp. Des expériences subséquentes dans les cellules LS1034-ERP ont 
démontré que le DPN réduit la production de TNFa induite par le LPS. De plus, 
l’inhibition de la voie du TGFp prévient cet effet anti-inflammatoire du DPN. Ces 
résultats suggèrent donc que l'activation d'ERp peut réduire l’inflammation dans des 
cellules épithéliales intestinales isolées qui ne sont pas en contact avec le système 
immunitaire.
Les cellules épithéliales intestinales sont très importantes dans la réponse 
inflammatoire car elles constituent le premier mécanisme de défense de l'organisme. 
Ainsi, une action du DPN directement sur ce type cellulaire augmente l'intérêt pour 
son potentiel thérapeutique. Cette drogue pourrait donc via la circulation sanguine 
atteindre les cellules épithéliales intestinales et prévenir une réponse inflammatoire 
aberrante à des bactéries pathogènes ou commensales. Également, comme décrit plus 
haut, la voie du TGFp semble participer à la fonction anti-inflammatoire du DPN dans 
les colonocytes. En effet, un inhibiteur du récepteur de type I du TGFP prévient 
presque entièrement la baisse d'expression du TNFa, en réponse au LPS, qui est 
typiquement observée suite à un traitement au DPN. Donc, la réponse induite suite à 
la liaison du TGFp avec son récepteur participe à l’action du DPN. Il serait très 
intéressant de transposer cette méthodologie à notre modèle animal, c'est-à-dire 
vérifier si un inhibiteur de la voie du TGFp contrecarre l'effet anti-inflammatoire du 
DPN et même vérifier si le DPN et le TGFP pourrait agir en synergie.
Nos résultats permettent donc de proposer un autre mécanisme possible par 
lequel ERp pourrait prévenir le développement d'une colite. En effet, comme discuté, 
ERp réduit la perméabilité des cellules épithéliales diminuant la stimulation de 
système immunitaire et il inhibe également la voie de NF-kB responsable de la
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production de plusieurs cytokines inflammatoires. De plus, ERp pourrait également 
induire une voie anti-inflammatoire comme le TGFp.
De façon intéressante, ERp pourrait être un régulateur de l'équilibre pro­
inflammatoire (NF-KB)/anti-inflammatoire (TGFP). En effet, ERp peut induire la 
signalisation du TGFp et inhiber la voie du NF-kB. La voie NF-kB est capable d’induire 
l’expression de Smad7, qui est un inhibiteur naturel de la voie du TGFp (Bauge et al., 
2008; Bitzer et al., 2000). L’expression de Smad7 est d'ailleurs augmentée lors de 
l ’activation de la voie du TGFP et exerce un rétro-contrôle négatif. La voie du TGFp 
peut également induire IkBoc qui lu i est l'inhibiteur naturel de NF-kB entraînant une 
signalisation croisée inhibitrice entre les voies NF-kB et TGFp (Figure 31) 
(Monteleone et al., 2004). Par conséquent, le traitement au LPS dans les cellules 
LS1034 pourrait induire l’expression de TNFa via l'activation de NF-kB. Lorsque les 
cellules LS1034 sont prétraitées avec le DPN, la production de TGFP induirait 
l ’expression d'iKB qui pourrait donc inhiber l'activation de NF-kB en réponse au LPS 








Figure 32 -  ERp régule l'in flam m ation intestinale
(A) ERp régule l’inflammation intestinale par trois mécanismes principaux : inhibition 
de la perméabilité de l’épithélium colique, inhibition de la voie NF-kB et induction de 
la voie du TGFp. (B) ERp agit comme pivot entre les voies de signalisation de NF-kB et 
du TGFp. ERp induit la voie du TGFp qui induit l’expression de SMAD7, créant une 
boucle de rétro-contrôle négatif. ERp inhibe également la voie de NF-kB qui induit 
normalement l ’inhibiteur de la voie du TGFp, SMAD7. La voie du TGFP elle induit 
l ’expression de l'inhib iteur de NF-kB, IkB.
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4.1.5 Projet 1 - Conclusions
Les maladies inflammatoires intestinales (MU) affectent grandement la qualité 
de vie des patients et peuvent également augmenter le risque de développer un 
cancer colorectal. La recheche dans ce domaine est donc en plein essor afin 
d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Par exemple, plusieurs études 
animales et cellulaires suggèrent un rôle protecteur pour l’œstrogène contre 
l'inflammation intestinale. Cet effet devrait être modulé par ERP puisque celui-ci est 
l’isoforme prédominant d'ER au sein de l ’épithélium intestinal. Ici, nous démontrons 
que la délétion classique d’ERp augmente la susceptibilité de la souris à une colite 
soulevant l’intérêt d'ERp comme cible thérapeutique. D’ailleurs, l'utilisation 
préventive d'un agoniste sélectif pour ERp, le DPN, permet d’atténuer les signes 
d’inflammation dans le côlon suite à l’induction d'une colite. Nos résultats suggèrent 
que le DPN ou autres agonistes d’ERp pourrait être une bonne cible thérapeutique 
pour améliorer les conditions de vie des patients atteints de Mils.
D'autres études animales seraient nécessaires pour vérifier si le DPN pourrait 
tra iter une inflammation déjà présente dans lesquelles le traitement au DPN pourrait 
débuter pendant ou après l ’induction de la colite. Ceci nous permettrait de mieux 
identifier le potentiel thérapeutique de cette molécule. De plus, le DPN pourrait être 
utilisé en combinaison avec d'autres drogues présentement prescrites pour voir si 
celle-ci pourrait améliorer les effets des traitements déjà utilisés en clinique.
L'œstrogène pourrait réguler l'inflammation intestinale par différents 
mécanismes. Par exemple, plusieurs évidences suggèrent une signalisation croisée 
entre les récepteurs à l ’œstrogène et le facteur de transcription NF-kB qui est un 
régulateur important de la réponse inflammatoire. Également, l ’activation d'ERp 
réduit la perméabilité de l'épithélium intestinal protégeant ainsi contre l ’invasion 
bactérienne. Ici, nous suggérons un nouveau mécanisme par lequel ERP pourrait 
réguler l'inflammation intestinale : la régulation de la voie du TGFp.
Nos études cellulaires suggèrent que le DPN peut activer la voie du TGFP dans 
les cellules épithéliales intestinales. De plus, l’activation de la voie du TGFp
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contribuerait en partie aux fonctions anti-inflammatoires d’ERp dans les colonocytes. 
Les cellules épithéliales intestinales sont très importantes dans le système de défense 
de l'hôte face aux bactéries pathogènes. En plus de former une barrière physique 
entre le l’hôte et la microflore intestinale, elles sécrètent des constitutants de la 
couche de mucus ainsi que des peptides anti-microbiens qui participeront à la 
première ligne de défense de l'organisme. Les cellules épithéliales intestinales 
participent également à la détection des bactéries, à la sécrétion de cytokines 
inflammatoires ainsi qu'à l ’activation des cellules immunitaires. Une régulation de la 
réponse inflammatoire dans ce type cellulaire par ERp est donc d’une grande 
importance et nos résultats suggèrent qu'une régulation de la voie du TGFp pourrait 
contribuer à cet effet.
Par contre, le mécanisme exact par lequel ERp régule la voie du TGFp demeure 
à être décrit. Des essais luciférases avec les promoteurs de TGFpi, TGFP2 et TGFP3 en 
réponse au DPN pourraient être réalisés afin de vérifier si ceux-ci sont des gènes 
cibles directs d’ERp. L’interaction entre ERp et un SMAD pourrait également être 
étudiée par immunoprécipitation afin de vérifier si deux protéines pourraient 
interagir ensemble et ainsi agir de pair, spécifiquement dans le contexte épithélial 
intestinal. De plus, des études animales avec le DPN en combinaison avec un 
inhibiteur de la voie du TGFp ou le TGFP même devraient être réalisées pour évaluer 
la contribution de la voie du TGFp à l ’effet anti-inflammatoire du DPN chez l’animal, 
ou pour vérifier si le TGFp et ERp peuvent agir en synergie.
En résumé, même si d'autres études sont nécessaires pour bien documenter la 
régulation de la voie du TGFp par ERp en contexte inflammatoire, ces travaux, ont 
démontré pour la première fois cette signalisation croisée. Nos résultats suggèrent un 
nouveau mécanisme par lequel ERp protège contre l'inflammation intestinal, ce qui 
permettra de mieux comprendre son rôle dans la maladie de Crohn et la colite 
ulcéreuse.
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4.2 PROJET 2 : ERRa A5 ET SON RÔLE DANS L'ÉPITHÉLIUM COLIQUE
ERRa est sans contredit le régulateur clé du métabolisme énergétique; il 
contrôle l’expression d'une multitude de gènes impliqués entre autres dans la 
glycolyse, le cycle de Krebs, la glutaminolyse, la phosphorylation oxydative ainsi que 
plusieurs voies de biosynthèse (lipide, acide aminé, acide nucléique, ...). En plus de 
quoi, il participe activement à la biosynthèse mitochondriale en occupant le 
promoteur de plus de 700 gènes nucléaires encodant pour des protéines 
mitochondriales (Deblois et Giguere, 2013; Eichner et Giguere, 2011; Villena et Kralli,
2008). Depuis quelques années, ERRa est également associé à différents types de 
cancer principalement des cancers reliés aux hormones dû à ses fonctions dans la 
prolifération cellulaire, l'hypoxie et l’angiogenèse (Ao et al., 2008; Arany et al., 2008; 
Bianco et al., 2009; Mirebeau-Prunier et al., 2010; Stein et al., 2008; Wang et a l, 2010). 
Dans l ’intestin, ERRa est important pour l'absorption et la digestion des lipides ainsi 
que pour la p-oxydation (Carrier et al., 2004). Comme dans d’autres types de cancer, 
l ’expression d’ERRa est augmentée dans le cancer colorectal (Boudjadi et al., 2013; 
Cavallini et al., 2005). De plus, des travaux réalisés par notre équipe ont démontré 
qu'ERRa contrôle la prolifération et le métabolisme énergétique des cellules 
cancéreuses colorectales (Bernatchez et al., 2013).
En 2003, un variant d’épissage pour ERRa a été découvert et a été rapporté 
comme étant différentiellement exprimé entre le tissu sain et le tissu cancéreux. La 
perte de l'exon 5 dans ce variant (ERRa A5) entraîne la délétion d'une portion du 
domaine de liaison au ligand. Ce récepteur ne peut donc plus interagir avec ses 
coactivateurs bien qu'il puisse toujours interagir avec l’ADN et dimériser avec d'autres 
récepteurs comme ERRa. Il est donc proposé qu'il agirait comme un dominant négatif 
sur l ’activité d’ERRa (Xu et Lee, 2003). Cependant, il est important de noter qu’aucune 
étude ne s'est intéressée à son existence ou bien à son rôle depuis sa découverte.
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4.2.1 ERRa A5, dominant négatif d’ERRa
Le récepteur nucléaire ERRa est principalement exprimé dans le compartiment 
nucléaire de cellules normales et cancéreuses de différents organes (Fujimura et al., 
2007; Sun et al., 2005b; Teng et al., 2011). En général, les récepteurs nucléaires 
possèdent deux signaux de localisation nucléaire (NLS), un dans le domaine D ou 
domaine charnière et un second qui semble ligand-dépendant dans le domaine LBD 
(Gruber et al., 2002; Nilsson et al., 2001; Pearce et Jordan, 2004). Dans le cas d’ERRa 
et de son variant d’épissage ERRa A5, nous avons observé par immunobuvardage que 
les deux isoformes étaient préférentiellement exprimées dans le compartiment 
nucléaire des trois lignées cancéreuses de côlon étudiées. L'excision de l’exon 5 
entraînant une délétion de la première partie du domaine LBD devrait donc laisser le 
NLS du domaine D intact. Puisque la localisation exacte du second NLS dans la 
protéine ERRa n'est pas documentée, on ne peut déterminer si celui-ci est présent ou 
absent dans la protéine ERRa A5. Il n'en demeure pas moins qu’ERRa A5 est situé au 
noyau comme il le fut documenté pour d’autres récepteurs nucléaires et leur variants 
d'épissage. En effet, ERP ainsi que plusieurs de ces variants d'épissage sont tous 
exprimés dans le compartiment nucléaire (Price et al., 2001; van der Vaart et Schaaf,
2009).
Puisqu’ERRa et ERRa A5 sont tous deux exprimés dans le noyau, ils pourraient 
donc physiquement interagir ensemble. D'ailleurs, le domaine de dimérisation localisé 
dans le domaine LBD est conservé dans la protéine ERRa A5. Des expériences 
d’immunoprécipitation ont permis de démontrer qu’ERRa et ERRa A5 peuvent 
physiquement interagir ensemble et ce dans les trois lignées cellulaires utilisées. Ce 
résultat confirme donc que le domaine de dimérisation est conservé dans ce variant 
d’épissage. Ces résultats concordent également avec des études qui rapportent 
également que d'autres récepteurs nucléaires peuvent interagir avec leur variant 
d'épissage respectif comme par exemple pour ERp, VDR et TRa (Ebihara et al., 1996; 
Hermann et al., 1991; Moore et al., 1998). Par contre, les dimères formés sont parfois 
inactifs comme ça devrait être le cas pour ERRa:ERRa A5.
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L'exon 5 de la protéine ERRa encode pour le domaine de liaison aux 
coactivateurs qui est primordial pour l'activité transcriptionnelle du récepteur. 
Théoriquement, ERRa A5 devrait donc avoir aucune activité transcriptionnelle et 
même diminuer l ’activité transcriptionnelle d'ERRa. L’effet d'ERRa, de son 
coactivateur préféré PGC-la et d'ERRa A5 sur l'activité transcriptionnelle de deux 
promoteurs comprenant des éléments de réponse au ERR a été déterminé par essais 
luciférases. Nos résultats démontrent que le coactivateur PGC-la augmente l'activité 
transcriptionnelle d'ERRa mais pas d’ERRa A5. De plus, ERRa A5 diminue de façon 
quantité-dépendante l’activité transcriptionnelle du complexe formé d'ERRa et de 
PGC-la. Ces résultats suggèrent donc qu'ERRa A5 pourrait agir comme dominant 
négatif sur ERRa. Ce phénomène a déjà été rapporté dans le cas de d'autres récepteurs 
nucléaires et leur variant d’épissage supportant qu'ERRa A5 ne fait pas exception (van 
der Vaart et Schaaf, 2009). De plus, des résultats préliminaires suggèrent que 
l’expression de quatre gènes cibles d'ERRa (PDK4, IDH1, SDHD et PFKFB1) impliqués 
dans le métabolisme énergétique est diminuée par ERRa A5. Ces observations 
supportent la fonction de dominant négatif associée à ERRa A5.
En résumé, ERRa A5 colocalise au noyau avec ERRa et interagit également avec 
cette protéine. L'activité transcriptionnelle du complexe ERRa et PGC-la est réduite 
par ERRa A5 tout comme l’expression des gènes cibles d'ERRa. Toutes ces 
observations ont confirmé qu’ERRa A5 agit comme un dominant négatif comme il 
avait été proposé par l'équipe ayant découvert ce variant (Xu et Lee, 2003). Par 
définition, un dominant négatif est une protéine qui antagonise la forme sauvage. 
Dans le cas ici, le complexe formé d'ERRa et ERRa A5 ne devrait pas avoir de capacité 
transcriptionnelle puisqu'aucun coactivateur ne pourra être recruté dû à la délétion 
du domaine de liaison au coactivateur dans la protéine ERRa A5. ERRa A5 pourrait 
donc antagoniser l'activité d’ERRa.
Comparativement à la plupart des récepteurs nucléaires qui sont des facteurs 
de transcription activés par un ligand, ERRa est un récepteur orphelin et il n'est donc 
pas activé par un ligand. Par conséquent, son activité est constitutive mais elle peut 
tout de même être régulée par des modifications post-traductionnelles ou la
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disponibilité des coactivateurs. La découverte d'ERRa A5 suggère un nouveau 
mécanisme par lequel l ’activité d'ERRa pourrait être régulée; ERRa A5 pourrait être 
un inhibiteur naturel d’ERRa. Ce type de régulation est d'ailleurs observé pour le 
récepteur ERRy et la protéine SHP (small heterodimer partner). SHP est un récepteur 
nucléaire orphelin non classique qui ne possède pas de domaine de liaison à l'ADN et 
il réprime donc l ’activité transcriptionnelle de plusieurs récepteurs nucléaires. Par 
exemple, il inhibe l ’activité transcriptionnelle d’ERRy sur le promoteur de PGC-la 
(Wang et al., 2005).
L'activité d’ERRa peut également être régulée par la protéine homéobox Proxl. 
En effet, cette protéine peut interagir avec le complexe ERRa:PGC-la lorsque celui-ci 
lie des promoteurs associés à des gènes du métabolisme énergétique. Cette 
interaction aurait pour effet une inhibition de l'activité du complexe formé d'ERRa et 
de PGC-la. La protéine PROX1 intéragit avec le domaine de liaison à l ’ADN (DBD) 
d’ERRa et puisque ce domaine est conservé dans la protéine ERRa A5, PROX1 pourrait 
inhiber également le complexe ERRa:ERRa A5 (Charest-Marcotte et al., 2010).
4.2.2 Expression endogène d'ERRa A5
Lors de la découverte d'ERRa A5, il avait été rapporté que le transcrit d'ERRa 
A5 était présent de façon prédominante dans les tissus normaux comparativement 
aux tissus cancéreux. Afin de bien comprendre ses fonctions biologiques, une 
meilleure caractérisation de son expression était nécessaire. Des immunobuvardages 
ont démontré que la protéine d'ERRa A5 était présente dans des lignées cellulaires 
humaines normales ou cancéreuses du côlon tout comme ERRa. L’expression est 
variable selon les lignées cellulaires et pas nécessairement en corrélation avec 
l’expression d'ERRa. Ces résultats suggèrent que même si le même promoteur est 
utilisé pour la transcription d’ERRa et ERRa A5, le niveau de leur expression ne 
corrèle pas suggérant que le niveau d'épissage alternatif est-également variable d'une 
lignée cellulaire à l’autre. Les mécanismes régulateurs de l'épissage alternatif sont 
encore mal compris. Il a été démontré par contre que certaines voies de signalisation
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peuvent influencer l’épissage alternatif de certains récepteurs nucléaires. Par 
exemple, une étude a rapporté que la p-caténine induit l'épissage alternatif d’ERp 
dans les cellules cancéreuses du côlon (Lee et al., 2006). Le même genre de régulation 
pourrait avoir lieu dans le cas d'ERRa d'autant plus que la voie de la p-caténine régule 
l’expression d’ERRa (Dwyer et al., 2010). L'épissage alternatif est un processus 
cellulaire qui contribue grandement à la complexité du génome et à la régulation de 
plusieurs voies de signalisation entre autres dans le cancer colorectal. En effet, la 
kinase K-Ras, la protéine angiogénique VEGF et le récepteur nucléaire PXR sont des 
exemples de gènes subissant de l ’épissage alternatif qui sont des cibles 
thérapeutiques potentielles dans le cancer colorectal (Miura et al., 2012). Bien que 
l'expression différentielle d'ERRa A5 d’une lignée cellulaire à l'autre ne nous permette 
pas d'en déduire une modulation de l'épissage par une voie de signalisation 
spécifique, il est intéressant de noter que le niveau de détection d'ERRa est nettement 
supérieur à celui d’ERRa A5 suggérant qu’ERRa est définitivement l ’isoforme 
exprimée en plus grande quantité. Le manque d’étude rapportant l’expression d’ERRa 
A5 depuis sa découverte pourrait donc être dû à son abondance restreinte.
La protéine ERRa A5 a également été détectée dans d’autres lignées cellulaires 
normales et cancéreuses pancréatiques ainsi que d’hépatocarcinome. Également, son 
expression n’est pas restreinte à l'humain, ERRa A5 est également détecté chez des 
lignées cellulaires ou du tissu provenant de souris et de rat. Ces résultats suggèrent 
qu’ERRa A5 est exprimé dans plusieurs tissus et dans différentes espèces animales. 
Ceci supporte l ’importance que pourrait avoir ERRa A5 dans la régulation de l’activité 
d’ERRa. Afin de mieux documenter cette hypothèse, il serait intéressant de prélever 
plusieurs tissus chez le rat, la souris et d'autres animaux afin de documenter 
l'existence d'ERRa A5 dans une multitude de tissus sains.
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4.2.3 Expression d’ERRa A5 dans le cancer colorectal
Originalement, il a été rapporté que l'ARNm d’ERRa était présent dans le tissu 
Sain et le tissu cancéreux alors qu'ERRa A5 ne serait présent que dans le tissu sain (Xu 
et Lee, 2003). Les auteurs posaient alors l'hypothèse que dans le tissu sain ERRa A5 
inhiberait l'activité d'ERRa mais que dans le tissu cancéreux, ce dernier pourrait être 
complètement actif puisqu'ERRa A5 serait absent. Par contre, la détection de la 
protéine ERRa A5 par immunobuvardage n’a pas confirmé ce résultat Dans un 
premier temps, lorsque l’expression d'ERRa A5 est comparée entre une lignée 
cellulaire normale d’intestin grêle (HIEC) et des lignées cellulaires cancéreuses de 
côlon issues de tumeurs primaires ou de métastases, on n'observe pas le même patron 
que ce qui avait été rapporté dans le cas de l ’ARNm. En effet, l'expression d'ERRa A5 
n'est pas restreinte aux cellules normales, elle est observée également dans les lignées 
cancéreuses. De plus, l'expression la plus forte est observée dans la lignée isolée d’une 
tumeur primaire HT29 ainsi que dans deux lignées métastatiques LoVo et T84. Dans 
un deuxième temps, l'expression d’ERRa A5 ne semble pas être modulée entre le tissu 
tumoral et la marge de résection de patients atteints de cancer colorectal. Finalement, 
ERRa A5 est exprimé à des niveaux semblables dans le tissu tumoral et le tissu sain 
prélevé du modèle murin de cancer colorectal AOM/DSS. Mes résultats suggèrent 
plutôt que l'expression protéique d’ERRa A5 ne varie pas avec la carcinogenèse. Il est 
connu que le niveau d’ARNm ne corrèle pas nécessairement avec l’abondance de la 
protéine alors il est difficile d'expliquer la différence entre nos résultats et ceux 
obtenus par ceux rapportant sa découverte, mais il est certain que des lim itations 
dans les techniques utilisées pourraient contribuer à ces divergences (Greenbaum et 
al., 2003). II aurait été intéressant de déterminer le niveau d'ARNm dans les mêmes 
tissus qu'utilisés pour les immunobuvardages. Plusieurs stratégies de PCR ont 
d'ailleurs été tentées pour quantifier le niveau d’ARNm d’ERRa A5 mais en vain. Par 
exemple, l’utilisation d’amorces situées dans l'exon 4 et l'exonô qui devraient cibler 
les formes ERRa et ERRa A5 n’a pas permis d'amplifier ERRa A5 probablement dû à 
la faible abondance d’ERRa A5. L'utilisation d’un temps d'élongation très court afin de 
favoriser la forme plus courte c’est-à-dire ERRa A5 n’a pas été plus efficace.
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Finalement, l'utilisation d'une amorce chevauchant les exons 4 et 6 qui aurait due 
cibler spécifiquement ERRa A5 permettait l ’amplification uniquement d'ERRa. 
D’autres techniques auraient pu être essayées pour quantifier ce variant, comme 
l ’immunobuvardage Northern, mais la faible sensibilité de cette technique pour des 
variants peu abondants et le besoin d'une grande quantité d'ARN m ilitaient contre 
cette approche.
Malgré que l'expression protéique d’ERRa A5 soit similaire dans le tissu 
tumoral et la marge de résection de patients atteints de cancer colorectal, nous avons 
noté une augmentation de l ’expression protéique d'ERRa dans le tissu tumoral 
comparativement au tissu sain par immunobuvardage Western. Une augmentation du 
niveau d’ARNm a également été rapportée par Cavallini et collaborateurs ainsi qu'un 
marquage plus élevée en immunohistochimie par notre équipe dans le tissu tumoral 
versus le tissu sain (Cavallini et al., 2005). Une expression élevée d'ERRa dans le tissu 
cancéreux réduit donc l’importance relative d'ERRa A5 bien que l'expression 
protéique de ce dernier semble similaire entre le tissu cancéreux et la marge 
correspondante. Une augmentation du ratio ERRa:ERRa A5 porte à croire qu'une 
perte de l ’effet négatif d’ERRa A5 pourrait donc être observée dans le tissu tumoral.
4.2.4 Dégradation d'ERRa A5 par le protéasome
Comme mentionné précédemment, ERRa A5 est détecté dans plusieurs types 
cellulaires et espèces animales également Cependant, son expression est grandement 
inférieure à celle d'ERRa réduisant ainsi l’impact qu’ERRa A5 pourrait avoir sur 
l’activité d'ERRa. Même dans le cas d'une infection lentivirale avec un plasmide 
encodant pour ERRa A5, le niveau de détection demeure faible ce qui soulève 
l ’hypothèse d’un problème de stabilité protéique. Des tests avec l'inhib iteur de la 
synthèse protéique cycloheximide dans des cellules HCT116 surexprimant ERRa A5 
ont révélé que la protéine ERRa A5 est instable. De plus, cela suggère que sa stabilité 
est régulée par des modifications post-traductionnelles. Par contre, la protéine ERRa 
semble beaucoup moins instable. On pourrait donc proposer que la portion
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manquante soit nécessaire à la stabilité de la protéine. Par exemple, une kinase 
pourrait phosphoryler un acide aminé dans la portion d'ERRa qui est délétée dans 
ERRa A5. Plusieurs protéines peuvent être stabilisées par phosphorylation comme c- 
myc suite à une activation par la voie Ras/Raf/ERK ou PCNA suite à une activation 
d’EGFR (Sears et al., 2000; Wang et al., 2006). Afin de déterminer la véracité de cette 
hypothèse, les sites potentiels de phosphorylation dans la portion encodée par l'exon 
5 pourraient être déterminés de façon informatique. Ces sites pourraient ensuite être 
mutés individuellement en acide aminé non phosphorylable dans ERRa et ces 
différents mutants surexprimés dans les HCT116. Des tests avec la cycloheximide 
nous permettraient ensuite de déterminer lequel ou lesquels de ces mutants sont 
instables et d’ainsi identifier les acides aminés responsables de la stabilité de la 
protéine. Il est déjà connu que l'activité d'ERRa peut être régulée par différentes 
modifications post-traductionnelles (Deblois et Giguere, 2013). Par exemple, ERRa est 
phosphorylé suite à l'activation de la voie ErbB2/HER2 augmentant son activité 
(Ariazi et al., 2007). Cependant, l'impact de ces modifications sur la stabilité de la 
protéine demeure inconnu.
Durant mes travaux, une inhibition du protéasome avec le MG132 a démontré 
que la protéine ERRa A5 est dégradée par le protéasome dans les cellules HCT116 
surexprimant ERRa A5. Ces résultats suggèrent que la dégradation protéasomale 
pourrait être utilisée pour éliminer cette protéine instable. D’autres études ont 
suggéré qu'ERRa pourrait être également dégradé par le protéasome suite à son 
inhibition via différents antagonistes ou agoniste inverse (Chisamore et al., 2009; Fiori 
et al., 2011; Krzysik-Walker et al., 2013). Cependant, aucune étude ne rapporte sa 
dégradation par le protéasome en condition normale.
Tout comme la protéine ERRa A5 surexprimée qui est instable et dégradée au 
protéasome, la protéine ERRa A5 endogène est également dégradée par le protéasome 
dans plusieurs lignées cellulaires testées. Ces observations pourraient expliquer le 
faible niveau détectable par rapport à celui d'ERRa. Généralement, les protéines 
instables et rapidement dégradées sont des protéines ayant une action rapid
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e mais transitoire supportant qu’ERRa A5 pourrait réguler l’activité d'ERRa selon le 
contexte cellulaire.
4.2.5 Fonctions d'ERRa AS
Bien que le niveau détectable d'ERRa A5 soit faible due à sa rapide dégradation 
par le protéasome, celui-ci pourrait tout de même avoir des fonctions biologiques. 
Notre équipe a déjà documenté le rôle pro-prolifératif d’ERRa dans les cellules 
cancéreuses colorectales (Bernatchez et al., 2013). L'étude de la croissance cellulaire 
dans les cellules HCT116 surexprimant ERRa A5 par décompte cellulaire et essai MTT 
a démontré qu'ERRa A5 réduisait la croissance de ces cellules cancéreuses du côlon. Il 
est important de noter que l’essai MTT témoigne de la quantité de cellules vivantes 
mais également de l'activité métabolique de celles-ci. Donc, puisqu’ERRa est un 
régulateur important du métabolisme cellulaire, ces résultats peuvent également 
témoignés de la fonction qu’ERRa A5 pourrait avoir sur l'activité métabolique. 
Deuxièmement, des essais de croissance en indépendance d'ancrage ont révélé 
qu’ERRa A5 diminuait cette capacité des cellules cancéreuses. Nos résultats suggèrent 
que l’inhibition d’ERRa via un shARN comme précédemment démontré par notre 
équipe ou via la surexpression d’ERRa A5 entraîne des effets similaires c'est-à-dire 
une réduction de la croissance cellulaire (Bernatchez et al., 2013). 11 est à noter que les 
effets obtenus avec le shARN sont plus importants que ceux obtenus avec la 
surexpression d'ERRa A5, possiblement dû à la dégradation rapide d’ERRa A5 qui 
engendrait donc une inhibition d'ERRa moindre que dans le cas des shARN spécifique 
à cette protéine. La diminution de croissance cellulaire observée dans les cellules 
HCT116-ERRa A5 comparativement aux cellules HCT116 contrôles pourrait être due à 
une diminution de la prolifération cellulaire, une augmentation de l'apoptose ou à des 
problèmes d'adhésion cellulaire.
Dans l'étude utilisant un shARN contre ERRa, la baisse de croissance cellulaire 
était associée avec un blocage du cycle cellulaire en G l/S  ainsi qu'un changement 
d'expression de plusieurs effecteurs du cycle cellulaire ou de sa régulation. Dans
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l’étude présentée ici, bien que la majorité des protéines importantes du cycle 
cellulaire ne soient pas modulées, une diminution d'expression de l’oncogène c-myc 
dans les cellules HCT116 -  ERRa A5 corrèle avec la croissance réduite observée, C- 
myc est un régulateur clé du cycle cellulaire en augmentant l'expression de certaines 
cyclines tout en diminuant certains inhibiteurs comme p21. D’ailleurs, une corrélation 
entre les niveaux d’ARNm d'ERRa et de c-myc a déjà été rapportée dans le cancer du 
sein (Jarzabek et al., 2009). Depuis quelques années, c-Myc est également associé au 
métabolisme énergétique, dont la régulation est une des fonctions principales d’ERRa 
(Cairns et al., 2011). L’état de phosphorylation de la protéine Rb demeure inchangé 
lorsqu'observé par immunobuvardage dans les cellules HCT116 contrôles et 
surexprimant ERRa suivant une synchronisation par re tra it du sérum et une 
restimulation avec le FBS. Par contre, l ’expression d'ERRa A5 variait en fonction du 
temps de stimulation avec le FBS suite à la synchronisation des cellules HCT116 -  
ERRa A5. Ce résultat supporte que son expression transitoire pourrait régulée 
finement l’activité d'ERRa au cours de différents processus cellulaires comme la 
division cellulaire. Cependant, ces faibles changements laissent présager que le 
changement de croissance cellulaire observée dans la population de cellules HCT116 
surexprimant ERRa A5 ne soit pas associable à un ralentissement de la prolifération 
cellulaire.
Dans les cellules HCT116 -  ERRa A5, la protéine p l4  semble régulée à la baisse 
bien que le changement soit non statistiquement significatif. pl4ARF est situé sur le 
même locus que pl6INK4A et ce gène est fréquemment inactivé dans le cancer 
colorectal (Burri et al., 2001). Tous deux sont des inhibiteurs du cycle cellulaire. 
pl4ARF promeut p53 via l’inhibition de MDM2 ce qui résultera en une augmentation 
de l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p21. Une baisse de p l4  ira it donc à 
rencontre de la baisse de croissance cellulaire observée dans les cellules HCT116 -  
ERRa A5. En condition hyperproliférative, c-myc peut induire un arrêt de croissance 
et une réponse apoptotique suite à l’induction de pl4ARF (E lliott et al., 2001). Donc, 
cette diminution de pl4ARF pourrait corrélée avec la diminution de c-myc, bien que
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des expériences supplémentaires soient nécessaires pour comprendre cette 
régulation de pl4ARF par ERRa A5.
Une augmentation de PARP clivée et de caspase 7 clivée, qui témoigne de 
l ’induction d'une réponse apoptotique est également observée dans les cellules ERRa 
A5. Une hausse de l'apoptose dans ces cellules pourrait expliquer la moindre 
croissance cellulaire observée. D'ailleurs, une induction de mort cellulaire a été 
observée suite au traitement de cellules résistantes à la chimiothérapie avec l ’agoniste 
inverse d'ERRa, le XCT790 (Wu et al., 2009). Des essais TUNEL ainsi que le dosage de 
l'activité des caspases permettraient de confirmer un changement de la réponse 
apoptotique suite à la surexpression d'ERRa A5 dans les cellules HCT116. En résumé, 
l ’inhibition de la croissance cellulaire dans les cellules HCT116 -  ERRa corrèle avec 
une diminution de c-myc ainsi qu'une augmentation de PARP clivée et caspase 7 
clivée. Ces résultats suggèrent qu'une induction de l’apoptose suite à la surexpression 
d’ERRa A5 pourrait être à l'origine de la diminution de croissance cellulaire. La 
réponse apoptotique est généralement enclenchée suite à différents stress mais elle 
peut également être induite suite à une perte d’ancrage. En effet, l'adhésion cellulaire 
peut moduler le nombre de cellules viables dans un pétri et ainsi contribuer aux effets 
observés sur la croissance cellulaire.
Des essais préliminaires de déadhésion et d'adhésion ont démontré que les 
cellules HCT116 surexprimant ERRa A5 adhèrent moins rapidement et qu'elles 
peuvent être resuspendues beaucoup plus facilement. Également, des défauts dans 
l'adhésion cellulaire pourraient suggérer que les cellules HCT116 -  ERRa A5 seraient 
plus sensibles à une réponse apoptoque induite par une perte d'ancrage et ceci 
corrèleraient avec l ’induction observée de PARP clivée et de caspase 7 clivée. 
D'ailleurs, des micropuces à ADN réalisées dans les cellules HCT116 infectées avec un 
shARN spécifique à ERRa ont révélé la modulation par ERRa de plusieurs gènes 
associés à l’adhésion cellulaire. Ainsi, la sécrétion et la déposition des constituants de 
la matrice cellulaire, l'expression de protéines adhésives comme les intégrines et 
l’expression de protéines constituant les jonctions cellulaires pourraient être 
entravées suite à la surexpression d’ERRa A5. La régulation de plusieurs protéines
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impliquées dans l'adhésion est d’ailleurs associée à ERRy dans les cellules cancéreuses 
de sein (Tiraby et al., 2011).
En résumé dans le cadre de ce projet, nous avons observé qu'ERRa et ERRa A5 
interagissent ensemble. ERRa A5 diminue l'activité transcriptionnelle d'ERRa ainsi 
que l’expression des gènes cibles de ce dernier. ERRa A5 agirait donc comme un 
dominant négatif sur ERRa. La protéine endogène d'ERRa A5 est détectée dans 
plusieurs lignées cancéreuses et normales du côlon ainsi que dans des lignées isolées 
de d'autres organes. De plus, l'expression d'ERRa A5 n'est pas restreinte qu’à l'homme 
mais est également présente chez la souris et le ra t La protéine ERRa A5 est très 
instable et elle est dégradée par le protéasome suggérant que celle-ci aurait une action 
rapide mais transitoire. Sa surexpression diminue la croissance cellulaire des cellules 
HCT116 ainsi que l'adhésion cellulaire. De plus, des changements d'expression sont 
observés pour certaines protéines impliquées dans l'apoptose suggèrent que ce 
processus biologique pourrait être affecté par ERRa A5.
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4.2.6 Projet 2 - Conclusion
ERRa est un régulateur clé du métabolisme énergétique qui est également 
associé à la carcinogenèse depuis quelques années. Cependant, puisqu'il ne lie aucun 
ligand, son activité est constitutive mais peut tout de même être régulée par des 
modifications transcriptionnelles ainsi que pas la disponibilité des coactivateurs. La 
découverte du variant d'épissage ERRa A5 a donc soulevé un autre mécanisme par 
lequel l’activité d’ERRa pourrait être modulée. Les évidences présentées dans cette 
thèse démontrent que ca pourrait être le cas. En effet, ERRa A5 interagit avec ERRa 
probablement dans le compartiment nucléaire suite à quoi l'activité transcriptionnelle 
d'ERRa est inhibée par ERRa A5. La délétion du domaine de liaison des coactivateurs 
dans la protéine ERRa A5 empêche le recrutement de coactivateurs et donc de la 
machinerie transcriptionnelle par le complexe ERRa:ERRa A5 ce qui en fait un 
complexe inactif. Comme ERRa peut interagir avec les autres ERRs ainsi que les ERs, il 
serait intéressant de vérifier son effet sur les autres membres de la famille des 
récepteurs à l'œstrogène.
Tout comme ERRa, son variant ERRa A5 semble exprimé dans plusieurs 
organes en condition normale ou pathologique et ce dans plusieurs espèces animales. 
La comparaison de son expression dans plusieurs tissus permettrait de mieux 
comprendre son rôle et de confirmer si celui-ci est exprimé de façon prédominante 
dans les tissus à haute demande énergétique comme ERRa. La régulation de son 
expression demeure à être investiguée mais ERRa A5 est une protéine très instable et 
rapidement dégradée au protéasome. Son action rapide et transitoire pourrait donc 
permettre une régulation fine de l'activité d’ERRa. Par exemple, ERRa A5 pourrait 
inhiber ERRa que dans certaines portions du cycle cellulaire avant d’être dégradé et 
d’ainsi libérer ERRa afin qu’il régule la transcription de ces gènes cibles.
La fonction principale d’ERRa A5 est probablement d'inhiber ERRa ce qui 
pourrait avoir des répercussions biologiques. Par exemple, ERRa A5 diminue la 
croissance cellulaire des cellules cancéreuses du côlon HCT116 ainsi que leur capacité 
à croître en indépendance d’ancrage. Ces répercussions sont accompagnées d'un
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remaniement de l'expression protéines de certains joueurs du cycle cellulaire et de la 
réponse apoptotique. Également, ERRa A5 pourrait altérer l'adhésion cellulaire des 
cellules HCT116 suggérant qu'il pourrait affecter des processus biologiques normaux 
ou pathologiques, comme l'envahissement tissulaire et la formation de métastases à 
distance.
Une meilleure investigation du rôle et de la régulation de l'expression d’ERRa 
A5 permettrait de mieux comprendre sa fonction biologique. Il pourrait même être 
utilisé comme méthode pour inhiber ERRa en recherche ou même en clinique. En 
résumé, ce dominant négatif pourrait grandement participer à la régulation d'ERRa et 
donc aux rôles qui lui sont associés.
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